Quimeras transitorias en la producción de embriones bovinos by Hiriart, María Inés
  
 
 
 
 
 
 
Quimeras transitorias en la producción de embriones bovinos 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos Aires, 
Área Ciencias Agropecuarias 
 
 
 
 
 
María Inés Hiriart 
Licenciada en Biotecnología - Universidad Nacional de Quilmes - 2008 
 
 
 
 
Lugar de trabajo: Laboratorio de Biotecnología Animal, Facultad de Agronomía, 
Universidad de Buenos Aires, Capital Federal, Argentina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano 
Facultad de Agronomía – Universidad de Buenos Aires 
COMITÉ CONSEJERO DE TESIS DOCTORAL 
 
 
 
Director de tesis 
 
Dr. Daniel Felipe Salamone 
 
Médico Veterinario (Universidad de Buenos Aires, Argentina) 
Ph.D (Universidad de Massachusetts, Estados Unidos) 
 
 
Consejero de estudios 
 
Dr. Rafael Fernández-Martín 
 
Licenciado en Ciencias Biológicas (Universidad de Sevilla, España) 
Ph.D (Universidad de Sevilla, España) 
 
 
 
 
JURADO DE TESIS DOCTORAL 
 
 
Dr. Ricardo Alberio 
 
Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Balcarce, Buenos Aires, Argentina. 
 
Dr. Mariano Buffone 
 
Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME), Buenos Aires, Argentina. 
 
Dr. Rodolfo Luzbel De la Sota 
 
Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina. 
 
 
 
Calificación: Sobresaliente 
Buenos Aires, 13 de marzo de 2014 
 
i 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender, original 
producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique explícitamente las 
contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en forma parcial o total, 
como una tesis en ésta u otra institución. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
____________________  
 
María Inés Hiriart  
Licenciada en Biotecnología  
(Universidad Nacional de Quilmes) 
 
 
ii 
 
iii 
 
A Ulises, Herminda, Yiyo y Lola,   
por ser mis ejemplos de vida. 
iv 
 
v 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
 A mi director, el Dr. Daniel Salamone, por haberme abierto las puertas para trabajar 
con su equipo en su laboratorio. Gracias Daniel por enseñarme TANTO, ya sea a nivel 
profesional como personal. Gracias por soportar mis caprichos, mis malos humores e 
inestabilidades, por todas las charlas y los consejos. Gracias especialmente por 
transmitirme esta gran pasión y entusiasmo por la ciencia, que me acompañarán a lo 
largo de la vida. Pero principalmente gracias por confiar en mí y por armar este grupo 
alucinante de compañeros y amigos que trabajamos y compartimos juntos.  
 
 A mis compañeros, pero ante nada mis amigos del laboratorio. Gracias a los que 
estuvieron y a los que están, porque me ayudaron no solo a trabajar mejor sino a crecer 
como persona. Gracias por compartir cientos de repeticiones de mis experimentos, 
correcciones y discusiones. Gracias a Romi, Naty y Cauchi, mi Bovine Team! Gracias 
Carlita por escucharme tanto. Gracias Andrés, Caro, Lu, Flor, Rama, Adri, Bele, Marian, 
Geri por haber compartido miles de horas y algunos viajecitos juntos. Y gracias Fede por 
ser el modelo a seguir. Gracias por la amistad.  
 
 A mi co-director, el Dr. Rafael Fernández-Martín, por sus constantes críticas, pero 
también su buena predisposición. Gracias por la paciencia.  
 
 Al Dr. Mario Nigro y su equipo, gracias por la confianza. 
 
  A papá, por haberme hecho a su imagen y semejanza, por haberme hecho una Hiriart 
con todo lo que eso representa y por haber confiado en mí. Gracias por todo. Y a mamá, 
por haberme inculcado la cultura del trabajo, del esfuerzo y la importancia de perseguir 
los sueños, por haber confiado en mí cuando más lo necesité.    
 
vi 
 
 A mis hermanos, Juan y Agus por acompañarme en esta etapa, porque sin ellos no 
hubiese crecido igual. A Euge, por apoyarme y confiar tanto en mí. Y a Totito, por ser 
la alegría de todos.  
 
 A mis amigos, de verdad una segunda familia: Wapi, Vero, Flor, Cin y todas las polakas, 
Delfi, Magui, Seba, Fichi, Santi, Ana, Marito. Gracias por aceptarme como soy. 
 
 A Yiyo y Lola por ser tan abuelos, por cuidarme tanto siempre. 
 
 Y especialmente gracias a mis abuelos Ulises y Herminda, por ser los del campo, mis 
papás abuelos más lindos del mundo. Porque son todo para mí, porque aún los necesito y 
los extraño.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Al infinito… y más allá!” 
 
Buzz Lightyear 
en Toy Story 
viii 
 
ix 
 
PRODUCCIÓN CIENTÍFICA DERIVADA DE ESTA TESIS  
 
 
 PREMIOS Y DISTINCIONES  
 
 
2013 – Premios CiTA (Centro Internacional de Innovación en Tecnología 
Agropecuaria) a la Innovación Tecnológica. Mención de honor: BARBERIS Y 
CAVALLERO S.A. Rubro Tecnología aplicada a la producción de carne y leche. Manejo. 
Trabajo: Sistema de producción, multiplicación y crioconservación de embriones bovinos 
generados por fertilización in vitro con semen sexado hembra. 
 
 PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTÍFICAS CON REFERATO 
 
Hiriart MI, Bevacqua RJ, Canel N, Fernández y Martín R, Salamone DF (2013). 
Production of quimeric embryos by aggregation of bovine egfp 8-cell stage blastomeres 
with two-cell fused and asynchronic embryos. Theriogenology; 80(4):357-364.  
Bevacqua R, Canel N, Hiriart MI, Sipowicz P, Rozenblum GT, Vitullo A, Radrizzani M, 
Fernández y Martín R, Salamone D (2013). I-SceI meganuclease improves transgene 
integration in bovine embryos. Theriogenology; 80(2):104-113. 
Canel NG, Bevacqua RJ, Hiriart MI, Salamone DF (2013). Intracytoplasmic sperm 
injection (ISCI) mediated transgenesis using sexed sorted semen in bovine. Acta Scientiae 
Veterinariae (suplemento). Resumen. 
Hiriart MI, Canel NG, Gambini A, Bevacqua RJ, Camargo A LS, Salamone DF (2013). 
Ooplasmic tranfer on the development of zona-free IVF bovine embryos. Acta Scientiae 
Veterinariae (suplemento). Resumen. 
Canel N, Bevacqua R, Hiriart MI, Salamone D (2012). Replication of somatic micronuclei 
in bovine enuclated oocytes. Cell division; 7(1):23.  
x 
 
Bevacqua RJ, Pereyra-Bonnet F, Olivera R, Hiriart MI, Sipowicz P, Fernández y Martín 
R, Salamone DF (2012). Production of IVF transgene-expressing bovine embryos using a 
novel strategy based on cell cycle inhibitors. Theriogenology; 78(1):57-68. 
Hiriart MI, Fernandes BF, Gambini A, Meirelles VF, Salamone DF (2012). In vitro 
development of bovine zona-free clones reconstituted from over-expressing Oct4 or c-Myc 
somatic cells. Acta Scientiae Veterinariae (suplemento); 650. Resumen. 
Bevacqua RJ, Canel NG, Sipowicz P, Hiriart MI, Rozenblum GT, Radrizzani M, Vitullo 
A, Fernández y Martín R, Salamone DF (2012). Detection of transgene signals and 
quantification of transgene copy number for meganuclease mediated transgenesis in bovine 
embryos. Acta Scientiae Veterinariae (suplemento); 654. Resumen. 
Salamone D, Bevacqua R, Pereyra Bonnet F, Gambini A, Canel N, Hiriart MI, Vichera G, 
Moro L, Jarazo M (2011). Recent advances in micromanipulation and transgenesis in 
domestic mammals. Acta Scientiae Veterinariae; 39 (Suppl 1): s285-s293. ISSN 1679-9216 
(Online). 
Canel N, Bevacqua R, Hiriart MI, Fernández y Martín R, Salamone DF (2011). New 
strategy for transgenesis induction in bovine embryos from in vitro fertilization (IVF). Acta 
Scientiae Veterinariae (suplemento). 
Salamone DF, Bertola ME, Hiriart MI (2011). Células-troncoembrionárias em animais 
domésticos. Revista Oembriao, SBTE. Año X, Edición 48; 26-38. 
Bevacqua RJ, Canel N, Hiriart MI, Fernández y Martín R, Salamone DF (2011). 
Meganuclease transgenesis in IVF and cloned bovine preimplantatory embryos. Reprod. 
Fertil. Dev.; 24(1):113. Resumen. 
Canel NG, Bevacqua RJ, Hiriart MI, Salamone DF (2011). Replication of somatic 
micronuclei in bovine oocytes. Reprod. Fertil. Dev.;24(1):112. Resumen. 
Bevacqua RJ, Pereyra-Bonnet F, Olivera R, Hiriart MI, Fernández y Martín R, Salamone 
D (2010). New IVF transgenesis strategy in bovine using cell cycle inhibitors incubation 
and mosaicism reversion by cloning. Reprod. Fertil. Dev.; 23(1):107. Resumen. 
xi 
 
Hiriart MI, Bevacqua RJ, Fernández y Martín R, Salamone D (2010). Multiplication of 
eight cell embryos by aggregation of a single egfp-labeled blastomere with putative 
tetraploid embryos. Reprod. Fertil. Dev.; 23(1): 168-169. Resumen. 
Bevacqua RJ, Pereyra-Bonnet F, Hiriart MI, Fernández-Martín R, Salamone D (2010). 
Production and partition of IVF derived transgenic embryos. Acta Scientiae Veterinariae. 
38(Supl 2): s677-s679. Resumen. 
 
 
xii 
 
xiii 
 
ÍNDICE GENERAL 
Declaración de originalidad i 
Dedicatoria iii 
Agradecimientos v-vi 
Publicaciones científicas derivadas de esta tesis ix-xi 
Premios y distinciones ix 
Publicaciones en revistas con referato ix 
Abreviaturas  xxi-xxiii 
RESUMEN xxv 
Palabras clave xxv 
ABSTRACT xxvii 
Keywords xxvii 
  
CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN GENERAL  1-26 
  
1.1. Fisiología reproductiva de la hembra bovina  1 
1.1.1. Desarrollo folicular y maduración ovocitaria  1 
1.1.2. Fecundación y desarrollo embrionario  5 
  
1.2. Biotecnologías reproductivas  8 
1.2.1.Producción de embriones in vivo  9 
1.2.1.a. Superovulación   9 
1.2.1.b. Inseminación artificial 10 
1.2.1.c. Transferencia de embriones 10 
1.2.2. Producción de embriones in vitro  11 
1.2.2.a. Aspiración folicular 11 
1.2.2.b. Fecundación in vitro  12 
1.2.2.c. Clonación y transgénesis  15 
1.2.3. Multiplicación de embriones 16 
1.2.4. Quimeras  18 
1.2.4.a. Complementación trofoblástica  20 
1.2.5. Criopreservación de embriones  22 
1.2.5.a.Congelamiento tradicional 23 
1.2.5.b. Vitrificación  23 
  
1.3. Hipótesis  27 
xiv 
 
  
1.4. Objetivos  29-30 
  
1.4.1. Objetivos generales  29 
1.4.2. Objetivos específicos 29 
1.4.2.a. Objetivos específicos del Capítulo II  29 
1.4.2.b. Objetivos específicos del Capítulo III  29 
1.4.2.c. Objetivos específicos del Capítulo IV  30 
1.4.2.d. Objetivos específicos del Capítulo V  30 
1.4.2.e. Objetivos específicos del Capítulo VI 30 
  
CAPITULO II. FECUNDACIÓN IN VITRO CON SEMEN CONVENCIONAL   31-45 
  
2.1. Resumen  32 
2.2. Introducción  33 
2.3. Diseño experimental  36 
2.3.1. Experimento 1. FIV con semen convencional no sexado  36 
2.3.2. Experimento 2. Transferencia de embriones producidos in vitro con semen convencional a 
partir de oocitos recuperados por OPU  
36 
2.4. Materiales y métodos  37 
2.4.1. Productos químicos  37 
2.4.2. Colección y maduración de oocitos de matadero  37 
2.4.3. Estimulación de vacas donantes de oocitos para OPU  37 
2.4.4. Recuperación de oocitos in vivo por OPU  38 
2.4.5. Colección y selección de los oocitos recuperados por OPU  38 
2.4.6. Fecundación in vitro   38 
2.4.7. Cultivo in vitro  38 
2.4.8. Sincronización de hembras receptoras  39 
2.4.9. TE producidos por OPU y FIV  39 
2.4.10. Análisis estadístico  39 
2.5. Resultados  40 
2.5.1. FIV con semen convencional no sexado  40 
2.5.2. TE producidos in vitro con semen convencional a partir de oocitos recuperados por OPU  41 
2.6. Discusión  42 
  
 
 
 
 
xv 
 
CAPÍTULO III. PRODUCCIÓN DE EMBRIONES IN VIVO E IN VITRO EMPLEANDO 
SEMEN SEXADO 
47-64 
  
3.1. Resumen  48 
3.2. Introducción 49 
3.3. Diseño experimental  53 
3.3.1. Experimento 1. Recuperación de embriones in vivo producidos por SOV e IA con semen 
sexado hembra  
53 
3.3.2. Experimento 2. FIV con semen sexado hembra  53 
3.4. Materiales y métodos  54 
3.4.1. SOV de hembras donantes de embriones para IA  54 
3.4.2. IA con semen sexado hembra  54 
3.4.3. Colecta de embriones  54 
3.4.4. Análisis de la producción de embriones in vivo con semen sexado hembra  55 
3.4.5. Colección y maduración de oocitos de matadero  55 
3.4.6. Fecundación in vitro   55 
3.4.7. Cultivo in vitro  55 
3.4.8. Análisis estadístico  56 
3.5. Resultados  57 
3.5.1. Recuperación de embriones in vivo producidos por SOV e IA con semen sexado hembra  57 
3.5.2. FIV con semen sexado hembra  58 
3.6. Discusión  62 
  
CAPÍTULO IV. VITRIFICACIÓN DE EMBRIONES BOVINOS LIBRES DE ZONA 
PELÚCIDA  
65-75 
  
4.1. Resumen  66 
4.2. Introducción  67 
4.3. Diseño experimental  69 
4.3.1. Vitrificación de embriones LZP  69 
4.4. Materiales y métodos  70 
4.4.1. Colección y maduración de oocitos de matadero  70 
4.4.2. Fecundación in vitro  70 
4.4.3. Remoción de las células del cúmulus y la ZP  70 
4.4.4. Cultivo in vitro  70 
4.4.5. Vitrificación de embriones con ZP y LZP  70 
4.4.6. Calentamiento de embriones con ZP y LZP  71 
xvi 
 
4.4.7. Cultivo embrionario y evaluación de la reexpansión post-calentamiento 71 
4.4.8. Análisis estadístico 71 
4.5. Resultados  72 
4.5.1. Vitrificación de embriones LZP  72 
4.6. Discusión  74 
  
CAPÍTULO V. TRANSFERENCIA DE OOPLASTOS A PRESUNTOS CIGOTOS 
BOVINOS DE FIV LPZ  
77-101 
  
5.1. Resumen  78 
5.2. Introducción 79 
5.3. Diseño experimental  82 
5.3.1. Experimento 1. Producción de embriones reconstruidos por TO de uno (1+) o dos (2+) 
ooplastos en presuntos cigotos de FIV 
82 
5.3.2. Experimento 2. Desarrollo de blastómeras individuales (BI) de los embriones sujetos a TO  84 
5.3.3. Experimento 3. Vitrificación y TE de embriones producidos por TO 84 
5.4. Materiales y métodos  85 
5.4.1. Colección y maduración de oocitos  85 
5.4.2. Fecundación in vitro  85 
5.4.3. Remoción de las células del cúmulus y la ZP  85 
5.4.4. Generación de ooplastos por enucleación  85 
5.4.5. Transferencia de ooplastos por fusión  85 
5.4.6. Tinción para recuento celular  86 
5.4.7. Desarrollo de blastómeras individuales  86 
5.4.8. Cultivo embrionario  86 
5.4.9. Vitrificación de embriones LZP  87 
5.4.10. Sincronización de hembras receptoras  87 
5.4.11. Calentamiento de embriones  87 
5.4.12. Transferencia de embriones vitrificados y calentados  87 
5.4.13. Análisis estadístico  88 
5.5. Resultados  89 
5.5.1. Producción de embriones reconstruidos por TO de uno (1+) o dos (2+) ooplastos en 
presuntos cigotos de FIV 
89 
5.5.2. Desarrollo de blastómeras individuales de los embriones sujetos a TO 95 
5.5.3. Vitrificación y TE de embriones producidos por TO 95 
5.6. Discusión  96 
  
xvii 
 
CAPÍTULO VI. PRODUCCIÓN DE EMBRIONES QUIMÉRICOS POR AGREGACIÓN 
DE CÉLULAS EGFP DE EMBRIONES EN ESTADIO DE 8 CÉLULAS CON 
EMBRIONES FUSIONADOS EN ESTADÍO DE 2 CÉLULAS Y EMBRIONES 
ASINCRÓNICOS  
 
103-122 
  
6.1. Resumen  104 
6.2. Introducción  105 
6.3. Diseño experimental  107 
6.3.1. Experimento 1. Determinación de las mejores condiciones para la fusión de embriones 
bovinos en estadio de 2 células  
107 
6.3.2. Experimento 2. Determinación de la ploidía de embriones fusionados en estadio de 2 células  107 
6.3.3. Experimento 3. Agregación sincrónica y asincrónica de blastómeras expresando egfp con 
embriones fusionados o no fusionados y localización de la expresión del transgén  
107 
6.4. Materiales y métodos  109 
6.4.1. Colección y maduración de oocitos  109 
6.4.2. Fecundación in vitro  109 
6.4.3. Remoción de las células del cúmulus  109 
6.4.4. Producción de vesículas e incubación con ADN exógeno  109 
6.4.5. Electrofusión y cultivo in vitro de embriones fusionados  110 
6.4.6. Análisis de la carga cromosómica de los embriones fusionados  110 
6.4.7. Separación y selección de blastómeras expresando egfp  111 
6.4.8. Agregación  111 
6.4.9. Cultivo de embriones in vitro  112 
6.4.10. Análisis estadístico 112 
6.5. Resultados  113 
6.5.1. Determinación de las mejores condiciones para la fusión de embriones bovinos en estadio de 
2 células  
113 
6.5.2. Determinación de ploidía de los embriones fusionados en estadio de 2 células  114 
6.5.3. Agregación sincrónica (S) y asincrónica (AS) de embriones fusionados (F) o no fusionados 
(NF) con blastómeras expresando egfp y localización de la expresión del transgén  
115 
6.6. Discusión  117 
  
CAPÍTULO VII. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS  123-128 
  
7.1. Conclusiones generales  123 
7.2. Perspectivas  126 
  
xviii 
 
8. Referencias bibliográficas  129-158 
 
xix 
 
ÍNDICE DE TABLAS 
CAPÍTULO II  
  
Tabla 1. Resultados globales de la fertilización in vitro para los toros analizados  40 
Tabla 2. Transferencia de embriones producidos in vitro con semen convencional y oocitos 
recuperados por OPU 
41 
  
CAPÍTULO III  
  
Tabla 3. Producción de embriones in vivo por SOV e IA con semen sexado hembra 57 
Tabla 4. Producción de embriones in vitro por FIV con semen sexado hembra 60 
  
CAPÍTULO IV  
  
Tabla 5. Reexpansión de blastocistos bovinos generados por FIV vitrificados con ZP y LZP  72 
 
CAPÍTULO V 
 
 
 
Tabla 6. Determinación del tamaño celular 
 
89 
Tabla 7. Clivaje y número de células en el día 2 de los embriones de los embriones producidos 
por TO  
90 
Tabla 8. Tasas totales de clivaje a día 2 y producción de blastocistos en el día 7  91 
Tabla 9. Asociación entre el número de células en el día 2 y la formación de blastocistos en el día 7  92 
Tabla 10. Número de células de los blastocistos obtenidos   93 
Tabla 11. Desarrollo de blastómeras individuales (BI)  95 
  
CAPÍTULO VI  
  
Tabla 12. Desarrollo in vitro de embriones bovinos en estadio de 2 células fusionados con 
diferentes intensidades de campo eléctrico  
114 
Tabla 13. Agregación embrionaria para la generación de quimeras transitorias  116 
xx 
 
ÍNDICE DE FIGURAS 
CAPÍTULO I  
  
Figura 1. Foliculogénesis  4 
Figura 2. Crecimiento y diferenciación de blastocistos bovinos preimplantatorios  7 
Figura 3. Esquema del procedimiento de FIV con semen sexado  14 
Figura 4. Quimera de la mitología griega  18 
  
CAPÍTULO III  
Figura 5. Proceso de sexado a través de citometría de flujo y clasificación de células 50 
Figura 6. Fotografía obtenida a través de microscopía electrónica de barrido mostrando las 
diferencias de tamaño entre los cromosoma X e Y 
51 
Figura 7. Variabilidad por toro en SOV e IA con semen sexado hembra 58 
Figura 8. Variabilidad por toro en FIV con semen sexado hembra 61 
Figura 9. Diferentes calidades de blastocistos obtenidos por FIV con semen sexado hembra del 
toro G  
61 
  
CAPÍTULO IV  
  
Figura 10. Blastocistos obtenidos de embriones LZP vitrificados 73 
Figura 11. Blastocistos obtenidos de embriones con ZP vitrificados 73 
  
CAPÍTULO V  
  
Figura 12. Diseño experimental para la producción de embriones por TO 83 
Figura 13. Hembras receptoras  88 
Figura 14. Blastocistos del grupo FIV-LZP teñidos con H33342  94 
Figura 15. Blastocistos del grupo FIV-ZP teñidos con H33342 94 
  
CAPÍTULO VI  
  
Figura 16. Diseño experimental para la generación de quimeras transitorias  108 
Figura 17. Blastocisto producido en el grupo 2ASF, con expresión de EGFP localizada  121 
 
xxi 
 
ABREVIATURAS 
%: Porcentaje  
°C: Grados centígrados  
μg: Microgramos  
μL: Microlitro  
μM: Micromolar  
μsec: Microsegundos  
2n: Diploide  
4n: Tetraploide  
6-DMAP: 6-Dimetilaminopurina  
ADN: Ácido desoxirribonucleico  
ADNmt: Ácido desoxirribonucleico mitocondrial  
AGE: Activación del genoma embrionario  
ARN: Ácido ribonucleico  
AS: Asincrónico  
ATB: Antibiótico  
ATP: Adenosín tri-fosfato  
BO: Brackett y Oliphant  
BSA: Suero albúmina bovina  
CM: Células madre  
CME: Células madre embrionarias  
COCs: Complejos cúmulus oocitos  
col.: Colaboradores  
DMSO: Dimetilsulfóxido  
DPBS: Solución buffer fosfato Dulbecco  
Dr.: Doctor  
eCG: Hormona coriónica equina  
EE.UU.: Estados Unidos  
EG: Etilén glicol  
ES: Error estándar 
F: Fusionado  
xxii 
 
FAUBA: Facultad de Agronomía, Universidad de Buenos Aires.  
FIV: Fecundación in vitro  
FSH: Hormona folículo estimulante  
g: Fuerza centrífuga  
G: Glicerol  
gr: Gramo  
h: Hora  
HMC: Clonación manual  
HS: Medio TALP-H suplementado con 20% de SFB  
i.m.: Intramuscular  
IA: Inseminación artificial  
IATF: Inseminación artificial a tiempofijo  
ICSI: Inyección intracitoplasmática del espermatozoide  
IFN-Tau: Interferón Tau  
Io: Ionomicina  
iPSc: Células madre inducidas a la plutipotencialidad  
L: Litro  
LH: Hormona luteinizante  
LOS: Síndrome de la cría grande  
LPZ: Libre de zona pelúcida  
M: Molar  
MAPK: Proteína kinasa activada por mitógenos  
MCI: Macizo celular interno  
mg: Miligramos  
MI: Metafase I  
MII: Metafase II  
Min: Minutos  
MIV: Maduración in vitro  
mL: Mililitros  
mm: Milímetros  
mM: Milimolar 
xxiii 
 
mmHg: Milímetros de mercurio  
MPF: Factor promotor de la mitosis  
NF: No fusionado  
ng: Nanogramos  
nm: Nanómetros  
Nro.: Número  
NY: Nueva York  
OPS: Pajuelas abiertas y estiradas  
OPU: Aspiración folicular de vacas en pie  
pCX-EGFP: Plásmido codificante para la proteína verde fluorescente bajo control del 
promotor quimérico de citomegalovirus y β-actina de pollo.  
PIV: Producción in vitro  
PVP: Polivinilpirrolidona  
S: Sincrónico  
Seg: Segundos  
SFB: Suero fetal bovino  
SOV: Superovulación  
SSV: Método de vitrificación en superficie sólida  
TALP-H: Tirodes albúmina lactato piruvato con Hepes  
TCM-199: Medio de cultivo de tejidos 199  
TE: Transferencia de embriones  
TN: Transferencia nuclear  
TO: Transferencia de ooplastos  
TrE: Trofoectodermo  
UV: Luz ultravioleta  
v/v: Volumen en volumen  
V: Volts  
WOW: Well of the Well, sistema de cultivo en micropozos  
ZP: Zona pelúcida 
xxiv 
 
xxv 
 
RESUMEN 
 
Título: Quimeras transitorias en la producción de embriones bovinos  
La transmisión de genética superior y consecuente generación de numerosas crías idénticas 
de alto valor, permitiría aumentar rápidamente la cantidad y calidad del ganado vacuno. 
Con este fin, optimizamos la técnica de fecundación in vitro (FIV), la cual nos permitió 
obtener altas tasas de embriones y preñeces. La selección del toro y la realización de 
experimentos de FIV con semen sexado, consiguieron aumentar los rendimientos por 
pajuela y la proporción de embriones del sexo deseado en nuestras condiciones. También 
exploramos un sistema eficiente de criopreservación de embriones libres de zona pelúcida 
(LZP) por vitrificación, con resultados de sobrevida similares al grupo control con ZP. En 
este sentido, mediante la desagregación de embriones en estadio de 2 y 4 células, y el 
posterior cultivo LZP, fue posible incrementar la cantidad inicial de embriones. Si bien la 
TO en presuntos cigotos de FIV permitió generar embriones de mayor tamaño, también 
afectó severamente tanto la competencia de los embriones como la de sus blastómeras 
individuales. Sin embargo, la complementación trofoblástica de blastómeras más avanzadas 
desagregadas demostró ser una alternativa innovadora para la clonación embrionaria. Este 
procedimiento se realizó electrofusionando embriones producidos por FIV en estadio de 2 
células, que luego se agregaron con una única blastómera transgénica, generando lo que 
llamamos quimeras transitorias. Al emplear los embriones aneuploides y más jóvenes fue 
posible dirigir el destino de cada tipo celular, orientándolos hacia los tejidos 
extraembrionarios (que se descartarían en el momento del nacimiento), y soportando el 
desarrollo de una blastómera individual destinada al macizo celular interno (MCI). Por lo 
tanto, durante el desarrollo de esta Tesis fue posible desarrollar un sistema completo y 
original de clonación embrionaria, basado en la producción, multiplicación y 
criopreservación de embriones bovinos LZP.  
 
 
 
Palabras clave: Quimera, Bovino, Fecundación in vitro, Libre de zona pelúcida, 
Transferencia de ooplastos, Clonación embrionaria, Semen sexado.  
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ABSTRACT  
 
Title: Transient chimeras for bovine embryo production  
Superior genetic transmission and the consequent production of numerous high value 
identical offspring would allow a rapid increase in the quantity and quality of cattle. With 
this aim, we optimized the in vitro fertilization technique (IVF) that allows us to obtain 
high embryo and pregnancy rates. Bull selection and the implementation of IVF with sexed 
sperm resulted in increased yields per straw and in the proportion of embryos of the desired 
sex in our conditions. In this Thesis, zona-free (ZF) embryo cryopreservation system by 
vitrification was also evaluated, with survival rates similar to the ZP control group. In this 
regard, 2- and 4-cell embryo disaggregation followed by ZF culture was useful to replicate 
the initial number of embryos. Although ooplast transfer (OT) in IVF presumptive zygotes 
allowed production of bigger embryos, it severely affected embryos and individual 
blastomeres developmental potential. In opposition, trophoblastic complementation with 
disaggregated blastomeres, more advanced in development, was an innovative alternative 
for embryo cloning. We did this procedure by electrofusion of IVF embryos at the 2-cell 
stage that were aggregated with a unique transgenic blastomere, generating transient 
chimeras. Employing aneuploid and younger embryos, it was possible to direct the fate of 
each cell type, guiding them towards extraembryonic tissues (which will be discarded at the 
time of birth), and supporting the development of a single blastomere destined to the inner 
cell mass (ICM). Therefore, during this Thesis it was possible to develop a complete and 
original method of embryo cloning, based on the production, multiplication and 
cryopreservation of ZF bovine embryos.  
 
 
 
 
 
 
Keywords: Chimera, Bovine, In vitro fertilization, Zona-free, Ooplast transfer, Embryo 
Cloning, Sexed semen. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
1.1. FISIOLOGÍA REPRODUCTIVA DE LA HEMBRA BOVINA 
 
El estudio y comprensión de la fisiología reproductiva resulta de fundamental 
importancia tanto para la investigación básica como la aplicada, especialmente en lo 
referente a las prácticas de biotecnologías reproductivas. A continuación se describirán las 
bases más relevantes de la fisiología reproductiva de la hembra bovina, desde la generación 
de las gametas femeninas y la formación y desarrollo de los embriones producidos 
naturalmente, hasta las técnicas reproductivas biotecnológicas relevantes en el desarrollo de 
esta Tesis. 
 
1.1.1. Desarrollo folicular y maduración ovocitaria  
En la vida fetal, durante el desarrollo de los ovarios de las hembras de mamífero, las 
células germinales u ovogonias se dividen por mitosis y son rodeadas de una monocapa de 
células somáticas epiteliales que se convertirán luego en células pre-granulosa (Sawyer y 
col., 2002). En ese momento, las ovogonias se diferencian en oocitos, los cuales son 
capaces de iniciar su actividad meiótica. En este punto, las gametas femeninas interrumpen 
el proceso de meiosis en el estadio diplotene de la profase de la primera división (meiosis I 
o MI) hasta la pubertad (Cunninham, 2005). Los oocitos se encuentran en estructuras 
llamadas folículos primordiales, que se irán desarrollando para formar los folículos 
primarios (donde el oocito comienza su fase de crecimiento) y luego los secundarios 
(cuando las células foliculares forman una doble capa) (Eppig, 2001). El pool de folículos 
primordiales es la mayor población existente (Figura 1). La presencia de factores 
inhibitorios, como el estradiol (Yang y  Fortune, 2008) o la hormona antimulleriana 
(Fortune, 2003) son de suma importancia para mantener el grupo de folículos primordiales. 
Este proceso es independiente de la concentración de gonadotrofinas. En el feto bovino, los 
folículos primordiales, primarios y secundarios o preantrales se forman por primera vez 
alrededor de los días 90, 140 y 210 de gestación, respectivamente (Yang y  Fortune, 2008). 
El crecimiento folicular se inicia antes de que el último folículo primordial se haya formado 
y continúa durante la vida fetal, neonatal y adulta (Scaramuzzi y col., 2011). Durante el 
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desarrollo del folículo primario se produce un incremento de volumen del oocito, con un 
aumento de la cantidad de organelas, y aparece la zona pelúcida (ZP) rodeándolo (Lundy y 
col., 1999). La ZP es una matriz extracelular porosa de glicoproteínas que rodea al oocito, 
interviene en la fecundación y protege el desarrollo del embrión durante las primeras etapas 
del desarrollo (Hoodbhoy y Dean, 2004; Papi y col., 2102). Sin embargo, en este momento 
el oocito aún es incompetente para progresar a través de la meiosis y, consecuentemente, 
incapaz de continuar con su desarrollo. Durante la formación de los folículos preantrales 
aumenta el número de capas de las células de la granulosa que comienzan a diferenciarse y 
presentar receptores para la hormana leutenizante (LH) (Lundy y col., 1999). La siguiente 
etapa, dependiente de gonadotrofinas, conduce a la formación de un folículo antral o 
terciario. Una vez que el antro está bien desarrollado pasa a denominarse folículo de De 
Graaf (Eppig, 2001). En ese momento ya se diferencian dos tipos celulares a partir de las 
células de la granulosa: células que rodean al oocito (células del cúmulus) y células que 
rodean la cavidad antral (células de la granulosa mural). Asimismo, aumenta la tasa de 
atresia folicular (Scaramuzzi y col., 2011). Finalmente, las hormonas folículo estimulante 
(FSH) y LH conducirán la diferenciación de las células murales en células de la teca, que 
formarán parte del cuerpo lúteo luego de la ovulación (McNatty y col., 2007). Este proceso 
es inhibido en las células del cúmulus por factores secretados por el oocito (Eppig y col., 
1997). 
 
Con el desarrollo de los folículos antrales, los oocitos adquieren competencia 
meiótica y pueden progresar hasta el estadio de metafase de la segunda división meiótica 
(metafase II o MII). La adquisición de la competencia para el desarrollo depende, en parte, 
de eventos conocidos como maduración citoplasmática. Este proceso implica cambios 
morfológicos (reducción del aparato de Golgi, aumento del contenido lipídico, localización 
de los gránulos corticales y aumento del espacio perivitelino) (Aparicio y col., 2011) y 
bioquímicos (poliadenilación, traducción y la degradación de ARN mensajeros) (Rodríguez 
y Farin, 2004), que le permitirán ser fecundado y sostener el desarrollo embrionario (Hyttel 
y col., 1997; Rodríguez y Farin, 2004). En bovinos, dichas capacidades son dependientes 
del diámetro del folículo y del tamaño del oocito. Cuando el folículo alcanza 2 mm de 
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diámetro y los oocitos pasan de 110 a 120 µm de diámetro adquieren la competencia 
ovocitaria (Sirard y col., 2006). 
 
Por acción de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) secretada por el 
hipotálamo, la hipófisis produce dos tipos de gonadotrofinas: LH y FSH. Las 
concentraciones de FSH, que estimulan la producción de estrógenos por parte del folículo 
antral, inducen la formación de receptores de LH en las células de la granulosa. La 
concentración creciente de estrógenos resulta en el inicio del pico preovulatorio de 
gonadotrofinas. En bovinos, la ovulación ocurre aproximadamente unas doce horas después 
del celo en respuesta a un pico de LH que induce la expresión de numerosos factores 
intrafoliculares y la activación de distintas cascadas de señalización. De esta manera, el 
oocito maduro (en estadio de MII) es liberado al oviducto y comienza la expresión de 
progesterona por parte de las células ahora ya luteales (Cunninham, 2005). En la Figura 1 
se resume y esquematiza un modelo de foliculogénesis modificado recientemente de 
Scaramuzzi y col., (1993) (Scaramuzzi y col., 2011). 
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Figura 1. Foliculogénesis. Un modelo para la foliculogénesis en oveja basado en aquel 
desarrollado por Scaramuzzi y col. (1993). La foliculogénesis es ilustrada como una 
cascada de desarrollo durante la cual los folículos emergen a partir de un pool de folículos 
primordiales para entrar en un proceso de crecimiento que es continuo y acaba en atresia o 
en ovulación. En la mayoría de los mamíferos este proceso es aproximadamente lineal con 
el estadio sensible a gonadotrofinas y, especialmente en rumiantes, se transforma en una 
onda folicular en el estadio dependiente de gonadotrofinas. (Modificado de Scaramuzzi y 
col., 2011). 
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1.1.2. Fecundación y desarrollo embrionario  
El oocito es fecundado por el espermatozoide en la ampolla del oviducto. La 
detención del proceso de meiosis del oocito en el estadio MII se debe principalmente a 
niveles altos del factor promotor de la meiosis (MPF) activo (Picton y col., 1998; Williams, 
2002) y niveles bajos de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK), encargada de 
mantener el estado de condensación cromosomal durante la transición de MI a MII y de 
prevenir la formación de la envoltura nuclear (Murray y Hunt, 1993). La fusión del oocito 
con el espermatozoide desencadena una serie de oscilaciones de Ca
+2
 intracelular (Fissore y 
col., 1992), que conducen a la activación del oocito y, a través de una serie de cascadas de 
eventos, la disminución de los niveles de MPF activo. Consecuentemente el oocito finaliza 
el proceso meiótico (observado por la extrusión del segundo corpúsculo polar) y se forma el 
pronúcleo femenino. Asimismo, las oscilaciones de Ca
+2
, inducidas por el ingreso del 
espermatozoide, permiten que se produzca la exocitosis de los gránulos corticales, ubicados 
en las cercanías de la membrana plasmática del oocito. Su función consiste en modificar la 
composición de la ZP y evitar así la poliespermia (Williams y col., 2002). Este fenómeno 
puede ser imitado en condiciones in vitro mediante un proceso denominado activación 
partenogenética. Para ello se emplean agentes químicos como el estroncio, el etanol o los 
ionóforos de calcio (ionomicina, Io), que generan el estímulo de aumentar los niveles de 
Ca
+2
 
intracelular (Alberio y col., 2001; Bevacqua y col., 2010). La Io produce la liberación 
de un único pico de Ca
+2
 
que puede causar la inactivación temporaria de MPF. Por lo tanto, 
es necesario combinar su uso con otros compuestos inhibidores de la síntesis de proteínas 
(aquellas que regulan la actividad de MPF), como la cicloheximida, o lo que resulta aún 
más específico, 6-dimetilaminopurina o 6-DMAP (Szöllösi y col., 1993). La función del 6-
DMAP aún está en controversia. Algunos autores sugieren, entre otras funciones, la 
activación de MAPK (Alberio y col., 2001); mientras que otros le adjudican un efecto 
inhibitorio sobre MPF (Liu y Yang, 1999).  
 
Posteriormente, la unión de las dos gametas haploides produce la singamia de los 
pronúcleos masculino y femenino. A partir de entonces, el cigoto, como una única célula 
totipotente, comienza a experimentar su primera mitosis o clivaje (Comizzoli y col., 2000). 
Las células del embrión durante las primeras divisiones reciben el nombre de blastómeras, 
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que solo comienzan a formar uniones estrechas entre sí después de varios ciclos celulares 
(Ozawa y col., 2012). El embrión continúa sus divisiones sin un aumento de tamaño y se 
dirige hacia el útero (Knobil y Neil, 1994). La activación del genoma embrionario (AGE) 
bovino ocurre en el estadio de 8 a 16 células (Crosby y col., 1988; Frei y col., 1989; Memili 
y First, 1999). En ese momento, el embrión deja de depender exclusivamente de factores 
maternos contenidos en el oocito y comienza a sintetizar sus propios componentes.  
 
El embrión llega al útero en el estadio de mórula (Spencer y col., 2008). La mórula 
se compacta y continúa su desarrollo hasta blastocisto, estadio en el cual el embrión 
desarrolla una cavidad llena de líquido, llamada blastocele. En el estadio de blastocisto se 
definen por primera vez dos poblaciones celulares con características morfológicas y 
funcionales bien marcadas: el macizo celular interno (MCI) y el trofoectodermo (TrE). El 
MCI luego se diferenciará en hipoblasto y epiblasto. El hipoblasto formará el endodermo 
extraembrionario y el saco embrionario; mientras que el epiblasto dará origen al embrión 
propiamente dicho (formado por el ectodermo embrionario y al disco germinal, para 
posteriormente diferenciarse en el endodermo embrionario y el mesodermo) (Gilbert, 
2000). Por otro lado, el TrE consiste en una única capa de células que rodea externamente 
al blastocisto y formará solo el ectodermo extraembrionario. El TrE cumple una función 
nutricia muy importante (Wintenberger-Torres y Flechon, 1974) y un rol fundamental en el 
establecimiento de la preñez, a través de la secreción de interferón tau (IFN-Tau) (Bazer y 
col., 2008). Asimismo, tiene funciones antiluteolítica, antiviral, antiproliferativa e 
inmunomoduladora (Demmers y col., 2001). En el útero, el blastocisto sufre los eventos de 
eclosión (cuando se libera de la ZP), precontacto, orientación, aposición, adhesión al útero 
y penetración del endometrio. Las células del TrE se especializan, reciben el nombre de 
células trofoblásticas y se dividen en dos poblaciones: las células mono y binucleadas 
(Wimsatt, 1951; Greenstein y col., 1958). Las células mononucleadas son las principales 
encargadas del intercambio de nutrientes; mientras que las células trofoblásticas 
binucleadas secretan hormonas (como lactógeno y progesterona) y, junto con las células 
endometriales forman la placenta epiteliocorial (Duello y col., 1986). La placenta será el 
único canal de transporte de nutrientes hacia el concepto. Durante esta expansión, el 
blastocisto adquiere morfologías diferenciales (esférica, ovoide, tubular y filamentosa), 
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alcanzando 150 mm de diámetro en el día 17, cuando se produce el reconocimiento de la 
preñez (Figura 2) (Degrelle y col., 2005). En el bovino, la implantación ocurre alrededor 
del día 21 del desarrollo, cuando aumenta el tamaño del TrE y el embrión sufre otra etapa 
de elongación hasta alcanzar 300 mm de diámetro (Degrelle y col., 2005; Rodríguez-
Álvarez y col., 2009). En ese momento comienza una etapa de activa proliferación de las 
células placentarias (cotiledones) y del endometrio materno (carúnculas), que se 
convertirán en placentomas y establecerán la comunicación materno-fetal (Sugawara y col., 
2010). Luego se establecen las membranas extraembrionarias amnios y saco embrionario 
(Ledgard y col., 2006) y comienza el proceso conocido como gastrulación (Guillomot y 
col., 2004). In vitro, los embriones no presentan la capacidad de elongación, lo cual 
evidencia que un diálogo coordinado entre el endometrio y el concepto resulta fundamental 
para este proceso (Blomberg y col., 2008). El período embrionario se extiende hasta el día 
42 en bovinos, cuando comienza el período fetal  (Bech-Sàbat y col., 2010). La duración de 
la preñez es de nueve meses. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Crecimiento y diferenciación de blastocistos bovinos preimplantatorios. (A) 
Esférico. (B) Ovoide. (C) Tubular. (D) Filamentoso temprano. (Modificado de Degrelle y 
col., 2005). 
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1.2. BIOTECNOLOGÍAS REPRODUCTIVAS 
 
El conocimiento de la fisiología del desarrollo ha permitido comenzar a manipular 
el sistema reproductor de la hembra. La biotecnología de la reproducción comprende 
técnicas que permiten aumentar y mejorar la eficiencia reproductiva de los animales. En las 
últimas décadas, la reproducción del ganado bovino ha evolucionado de manera acelerada y 
este incremento se debe fundamentalmente a la necesidad de aumentar la producción de 
leche y carne, conforme a las necesidades de consumo de la población en constante 
crecimiento. En este sentido, las biotecnologías reproductivas aplicadas a estos sectores han 
permitido contribuir tanto al incremento rápido del número de animales como a su 
mejoramiento genético. La producción de embriones mediante estas técnicas pueden 
dividirse en dos grupos principales: la producción de embriones in vivo e in vitro.  
La superovulación (SOV) de hembras de alto valor genético combinada con la 
inseminación artificial (IA) y la transferencia de embriones (TE) a hembras receptoras de 
bajo mérito genético se han convertido en el principal sistema de producción de embriones  
bovinos in vivo en Argentina. Por otro lado, la generación de embriones mediante 
fecundación in vitro (FIV) de oocitos recuperados por aspiración folicular (OPU, del inglés 
ovum pick-up) de ovarios de vacas de interés comercial, combinado también con la TE, está 
creciendo considerablemente en el país. Dentro del grupo in vitro, donde los embriones son 
generados en condiciones de laboratorio, también es posible enumerar técnicas más 
sofisticadas como la clonación o transferencia nuclear (TN) y la inyección 
intracitoplasmática del espermatozoide (ISCI, del inglés intracytoplasmic sperm injection). 
La TN permite la generación de copias idénticas de un individuo que, junto con la 
transgénesis animal, tienen numerosas aplicaciones en las áreas de producción animal, 
industria farmacéutica y biomedicina. La ICSI, en cambio, actualmente se encuentra más 
restricta a la producción de embriones humanos en clínicas de fecundación asistida. 
Como biotecnologías reproductivas también es posible incluir técnicas casi 
olvidadas, como la producción de gemelos idénticos mediante la división de embriones (ya 
sea de manera quirúgica o por desagregación de blastómeras) y la producción de quimeras. 
Uno de los objetivos fundamentales de esta Tesis fue estudiar el efecto de nuevas 
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modificaciones en estas técnicas desarrolladas hace casi tres décadas y prácticamente no 
aplicadas en la actualidad, para tornarlas más eficientes. 
Asimismo, la criopreservación de embriones ha jugado un papel fundamental en la 
implementación de las biotecnologías reproductivas. Los avances en las diferentes técnicas 
de criopreservación de los embriones producidos han permitido disponer mejor de las 
hembras donantes, independizándose de los tiempos biológicos y de los resultados de los 
protocolos de sincronización, como también han posibilitado transportar y comercializar 
genética de forma económica entre países de distintos continentes. 
A continuación se brindará un marco teórico de todas las biotecnologías 
reproductivas empleadas para el desarrollo de esta Tesis.  
 
1.2.1.  Producción de embriones in vivo 
1.2.1.a. Superovulación 
La SOV es una tecnología que permite manipular la onda folicular de los animales 
(Bó y col., 1995; 2002; 2006; Baruselli y col., 2006), permitiendo la ovulación de múltiples 
folículos en aquellas especies mono o biovulatorias, como el bovino, el ovino y el equino. 
Mediante la administración de hormonas es posible evitar la atresia folicular de aquellos 
folículos subordinados, permitiendo la superovulación (Bó y col., 1995). Una de las 
hormonas más utilizadas para este objetivo es la FSH (Bó y col., 2006; Baruselli y col., 
2006). También se emplean otras con el mismo efecto, como la gonadotrofina coriónica 
equina (eCG) o FSH recombinantes (Sá Filho y col., 2010). De esta manera, el efecto más 
importante es la estimulación del crecimiento del folículo dominante y, con eso, el aumento 
en la tasa de ovulación (Sá Filho y col., 2010). Además de la estimulación del crecimiento 
folicular, resulta importante sincronizar las ovulaciones mediante el empleo de hormonas 
con efecto LH. Sin embargo, la respuesta superovulatoria resulta muy variable debido a tres 
factores principales: el protocolo empleado, la hembra estimulada y su medio ambiente 
(Palma GA, 2001). Entre otros factores intervinientes en estos tratamientos, resulta esencial 
el control de la condición nutricional de la hembra donante. Durante el amamantamiento, el 
balance energético de la donante es negativo, ya que gran parte de su energía es destinada a 
la producción de leche (Wiliams y col., 2002). En el mismo sentido, para obtener resultados 
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óptimos es necesario garantizar una oferta de alimentos sin restricciones para que las 
hembras equilibren el balance energético durante el período de monta (Bó y col., 2007).  
 
1.2.1.b. Inseminación artificial 
La IA es una de las técnicas reproductivas de mayor aplicación, junto con la 
congelación de semen. Ha permitido disminuir las enfermedades infecciosas transmitidas a 
través de la cópula y obtener mayor descendencia de un macho, aprovechando el uso de 
reproductores. Durante la monta natural, el toro deposita billones de espermatozoides en la 
vagina de la hembra. Sin embargo, el cérvix resulta un obstáculo, por lo que normalmente 
solo 1% de los espermatozoides eyaculados consigue llegar al cuerpo uterino. En la IA, 
normalmente el semen es depositado directamente en el útero, disminuyendo la cantidad de 
espermatozoides necesarios (López-Gatius, 2000). En el caso de empleo de semen sexado 
se recomienda una inseminación más profunda, dado su menor calidad comparada con el 
semen convencional (Buchanan y col., 2000). 
 
Los protocolos actuales de IA buscan liberarse de la necesidad de detectar celo para 
realizar la práctica a través de la implementación de tratamientos de sincronización. En este 
sentido, la inseminación artificial a tiempo fijo (IATF) también permite trabajar con un 
mayor número de hembras (Fernandes y col., 2001; Caraviello y col., 2006; Galvão y col., 
2007) y facilita la ejecución de la superovulación (Bó y col., 2006). 
 
1.2.1.c. Transferencia de embriones 
La TE es otra biotecnología en constante desarrollo y se la asocia con protocolos de 
SOV e IA de hembras donantes con genética de calidad. Sin embargo, en los últimos años 
también ha tenido alto impacto debido a la creciente producción de embriones in vitro 
(PIV). La TE es una estrategia que aumenta considerablemente el número de descendencia 
materna, aumentando el progreso genético (Smith, 1988). Asimismo, la congelación y 
almacenamiento de embriones han permitido manejar más libremente el uso de receptoras 
en un programa de TE, como también transportar y comercializar internacionalmente 
material genético con la seguridad de que los embriones se encuentran libres de patógenos 
(Mapletoft y Hasler, 2005).  
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1.2.2. Producción de embriones in vitro 
1.2.2.a. Aspiración folicular 
La técnica de OPU surgió a partir de una adaptación de un método de aspiración 
folicular en humanos (Pieterse y col., 1988). A partir de entonces fue posible su 
implementación en programas de vacas vivas (Kriup y col., 1991). La OPU, combinada con 
la PIV, está aumentando y mejorando la producción de embriones a partir de donantes 
seleccionadas en vida (García y Salahedinne, 1998). Asimismo, la OPU permite disminuir 
el intervalo generacional a partir de la aspiración tanto de ovarios de terneras o vaquillonas 
prepúberes (Duby y col., 1996; Fry y col., 1998; Salamone y col., 2001; Palma GA, 2001), 
como también de vacas preñadas (Argov y col., 2004; Aller y col., 2012). 
 
Tal como se describió anteriormente, el ovario es un órgano dinámico. Entre 
individuos existe una gran variabilidad respecto de los folículos antrales y preantrales, y de 
la cantidad de oocitos en los ovarios. En este sentido, la raza o la subespecie pueden ejercer 
una gran influencia. Por ejemplo, las razas europeas (Bos taurus) tienen un número menor 
de folículos antrales y oocitos en comparación con razas índicas (Bos indicus) (Burns y 
col., 2005; Ireland y col., 2007; Pontes y col., 2009; 2011). Este hecho puede ser el motivo 
principal por el cual Brasil, con su amplia diseminación de ganado índico, ha logrado 
desarrollar exitosamente procedimientos de OPU combinados con FIV a gran escala 
(Stroud, 2012; Viana, 2012). Sin embargo, existe repetitividad entre individuos, 
independientemente de la edad, la raza, el estadio de lactación o la estación de monta 
(Burns y col., 2005). Incluso ha sido determinado que el pool de folículos pre-antrales en 
un ovario tiene alta correlación con los folículos antrales y con la fertilidad (Mossa y col., 
2012). Se presume también cierto grado de heredabilidad hacia las hijas. El empleo de 
ultrasonografía (King, 2006) y análisis genómicos (Meuwissen y col., 2011; Schaeffer, 
2006) para la selección de hembras con mayor cantidad de oocitos está permitiendo 
identificar los animales con mejores características reproductivas. 
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1.2.2.b. Fecundación in vitro 
La fecundación es un proceso complejo que implica la penetración de un 
espermatozoide capacitado en un oocito maduro, restableciendo la carga cromosómica 
somática e iniciando el desarrollo embrionario. La FIV consiste en realizar este proceso 
fuera del tracto genital femenino, controlando simultáneamente que la maduración 
ovocitaria y el posterior cultivo in vitro se lleven a cabo de una manera correcta. La FIV es 
la técnica de reproducción asistida que más se asemeja a la concepción natural. Fue 
desarrollada en los años 60 en animales de laboratorio y se empleó con éxito por primera 
vez en 1978 en seres humanos. En bovinos, la primera FIV exitosa fue realizada por 
Brackett y col. (1982), utilizando oocitos madurados in vivo y recuperados quirúrgicamente 
(Brackett y col., 1982). 
 
Antes de adquirir su capacidad fecundante, los espermatozoides deben sufrir una 
preparación que normalmente ocurre en el tracto genital femenino (Parrish y col., 1986; 
1988; Rodríguez-Martínez, 2007a). Principalmente, se trata de cambios que involucran la 
capacitación del espermatozoide y la reacción acrosómica. De esta forma, ocurre una 
alteración inicial de la membrana plasmática espermática que permite que se desarrolle la 
segunda fase, donde se fusionan la membrana plasmática del espermatozoide y la 
membrana acrosomal externa (Sánchez y col., 2011). Actualmente, a pesar de contar con un 
alto desarrollo en los medios de cultivo y los protocolos de trabajo, los resultados de FIV 
continúan siendo variables cuando se usan diferentes toros (Zhang y col., 2003). Existen 
diferencias en la motilidad, capacitación y reacciones acrosómicas de los espermatozoides, 
que terminan en un efecto macho que afectan las tasas de fertilización y, con ello, el 
desarrollo de embriones in vitro (Aoyagi y col., 1988).  
 
La PIV ha permitido cultivar embriones hasta estadios transferibles, evitando la TE 
quirúrgica y disminuyendo los costos. Particularmente, combinada con la obtención de 
oocitos de vacas en pie (por OPU) permite acelerar el proceso reproductivo, ya que una 
vaca puede ser satisfactoriamente empleada como donante cada semana (García y 
Salaheddine, 1998; Taneja y col., 2000); también permite utilizar donantes de alto valor 
genético que no responden a tratamientos de SOV o incluso con problemas de fertilidad. 
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Asimismo, permite la obtención de un alto número de embriones y reduce el número de 
espermatozoides viables necesarios para fecundar en comparación con la IA o el servicio 
natural. A su vez, las gametas pueden estar conservadas bajo técnicas de criopreservación y 
es posible controlar y decidir su aplicación (Mapletoft y Hasler, 2005). Por otro lado, el uso 
de espermatozoides con el sexo deseado (empleo de semen sexado) ha permitido 
seleccionar el sexo de las crías de acuerdo a los objetivos establecidos (Johnson y col., 
1987; Lu y Seidel, 2004; Xu y col., 2006; Johnson, 2000); evitando la complejidad de las 
biopsias de embriones preimplantatorios seguidas de análisis moleculares para la detección 
del sexo de las blastómeras extraídas (Macháty y col., 1993) y las pérdidas de fetos del sexo 
no deseado, detectado por ecografía. 
 
La FIV con semen sexado aumenta los rendimientos por pajuela sexada y posibilita, 
por ejemplo, aumentar la producción de terneras en un rodeo lechero. En un procedimiento 
típico de FIV con semen sexado (Figura 3),  los oocitos son colectados de ovarios de 
matadero con o sin información de pedigree (Aller y col., 2000, Wilson y col., 2005; Xu y 
col., 2006), o de animales vivos a través de aspiración folicular. Por el lado masculino, 
espermatozoides de toros de elite se separan y clasifican por citometría de flujo y 
clasificación de células (más conocida en inglés como cell sorting), en el proceso de sexado 
de semen (Johnson y col, 1987; Johnson, 2000). Los espermatozoides portadores del 
cromosoma sexual X (especialmente para rodeos lecheros, donde se prefieren las hembras) 
son usados para fecundar oocitos maduros. Los embriones derivados de este procedimiento 
son cultivados in vitro hasta el estadio de blastocisto (día 7), después de lo cual se 
transfieren frescos a hembras receptoras debidamente sincronizadas o se criopreservan (Xu 
y col., 2009). 
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Figura 3. Esquema del procedimiento de FIV con semen sexado. (a) Ovarios de 
matadero con o sin información de pedigree. (b) Los oocitos son extraídos por punción 
folicular, (c) se seleccionan y se someten a maduración in vitro. Como una alternativa, (a1) 
pueden emplearse vacas con información de pedigree completa, con o sin un tratamiento de 
estimulación hormonal previo a la punción. (b1) Los oocitos son colectados por OPU. (a2) 
Un toro de elite se selecciona para separar y clasificar sus espermatozoides, según 
contengan el cromosoma X o Y. (b2) El semen colectado es clasificado por citometría de 
flujo. (c1) Los espermatozoides X se usan para FIV en rodeos lecheros. (d) Los oocitos 
maduros son fertilizados con semen sexado hembra (X). (e) Los embriones son cultivados 
in vitro durante 7 días y, posteriormente (f) son evaluados morfológicamente. (g) Los 
blastocistos obtenidos pueden ser criopreservados o bien (h) transferidos a vacas receptoras 
previamente sincronizadas para obtener crías del sexo femenino. (Modificado de Xu y col., 
2009). 
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1.2.2.c. Clonación y transgénesis 
La clonación y la transgénesis con fines medicinales permiten utilizar animales 
como fuentes de producción de proteínas farmacológicas relevantes para la salud humana 
(Cibelli y col., 1998; Salamone y col., 2006). 
 
La clonación es un proceso mediante el cual se logra un organismo con la misma 
información genética que un individuo existente. Se trata de un tipo de reproducción 
asexual, cuya principal aplicación es obtener una copia de un animal de gran valor, ya sea 
en el ámbito económico (como en equinos y bovinos) como sentimental (mascotas). El 
primer mamífero clonado por la técnica de TN, a partir de una célula somática adulta y 
especializada de la glándula mamaria, fue la reconocida oveja Dolly (Wilmut y col., 1997). 
Desde entonces numerosas publicaciones han reportado resultados de clonación en 
diferentes especies. Cumulina fue el primer clon de ratón obtenido de células del cúmulus 
de oocitos
 
(Wakayama y col., 2008). En Argentina, en 2002, nació Pampa, el primer clon 
vacuno de la raza Jersey generado por el Dr. Daniel Salamone (Salamone y col., 2006). Un 
año más tarde fue reportado el nacimiento de la yegua Prometea, el primer clon equino 
generado a partir de células de su propia madre (Galli y col., 2003). Con el transcurso del 
tiempo, la técnica de clonación fue mejorando, aunque no a la velocidad que se especuló, 
resultando en un procedimiento más ineficiente de lo que se esperaba. Aún así las 
investigaciones continúan centradas en aumentar el rendimiento y disminuir tanto las altas 
tasas de mortalidad como las anomalías congénitas que afectaron a muchos de los animales 
previamente mencionados. En bovinos se han descrito problemas asociados a la clonación, 
agrupados como el “síndrome de la cría grande” (LOS, del inglés large offspring sydrome) 
(Smith y col., 2012; Liu y col., 2013). 
 
Otra aplicación interesante de la TN es la recuperación de individuos de especies 
amenazadas. En 2009 se logró el nacimiento, aunque poco satisfactorio, del primer clon de 
un animal extinto: el bucardo (Folch y col., 2009). Actualmente, centros de investigación se 
están centrando en la clonación terapéutica, que tendría múltiples aplicaciones en humanos. 
El estudio de los sistemas relacionados con el desarrollo embrionario in vitro permitirá 
superar las limitaciones de las biotecnologías actuales.  
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Por otro lado, la transgénesis es una herramienta de ingeniería genética que permite 
insertar una molécula de material genético exógeno (ADN) en un organismo que 
normalmente no la posee. El primer nacimiento de un mamífero transgénico correspondió a 
un ratón generado por microinyección pronuclear (en estadio unicelular) (Gordon y col., 
1980). Desde entonces varios sistemas de producción de transgénicos han sido 
desarrollados: TN (Cibelli y col., 1998; Salamone y col., 2006); inyección citoplasmática 
con vectores espermáticos (Perry y col., 1999), retrovirales y lentivirales (Haskell y Bowen, 
1995); inyección de células madre embrionarias (CME) (Shiue y col., 2006); y 
microinyección de vesículas (Pereyra-Bonnet y col., 2011; Bevacqua y col., 2012). Sin 
embargo, la producción de especies domésticas genéticamente modificadas continúa siendo 
altamente ineficiente debido al mosaicismo (excepto en la técnica de TN o inyección de 
CME) producido cuando solo algunas de las células del embrión incorporan el transgén 
(Perry y col., 1999), o bien lo hacen con diferente número de copias (Bevacqua y col., 
2013). 
 
1.2.5. Multiplicación de embriones 
Los embriones tempranos de mamífero tienen un amplio potencial de desarrollo. En 
los años 80, la bisección de embriones permitió generar gemelos a partir de un único 
embrión. En Argentina, los primeros mellizos homocigotas producidos por división 
microquirúrgica fueron obtenidos por el equipo de Palma y correspondieron a terneros de la 
raza Aberdeen Angus (Palma y col., 1991). En estos procedimientos, embriones post-
compactación son cortados con una cuchilla microquirúrgica de metal (Williams y col., 
1984) o con una fina aguja de vidrio (Willadsen y Godke, 1984). Sin embargo, las 
desventajas radican en las pérdidas celulares ocasionadas por el daño físico de los 
instrumentos, que genera demi-embriones con menos de la mitad de las células del embrión 
original. De esta manera, se producen blastocistos con bajo número de células, que 
disminuyen los porcentajes de preñez luego de ser transferidos. El uso de animales gemelos 
en experimentación animal puede reducir sustancialmente los números requeridos para 
generar información estadísticamente válida (Biggers, 1986). 
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Por otra parte, particularmente en bovinos, fue posible comprobar que hasta la mitad 
de las células de embriones de 2 a 16 células pueden ser removidas, sin perder la capacidad 
de desarrollo del embrión original (Loskutoff y col., 1993). La posibilidad de disminuir la 
cantidad de blastómeras de un embrión es el fundamento de procedimientos tan 
ampliamente empleados en la actualidad, como las biopsias y el sexado de embriones 
(Macháty y col., 1993). En el mismo sentido, incluso blastómeras individuales de 
embriones murinos de 8 células han permitido generar líneas de células madre (CM) 
(Chung y col., 2006; Wakayama y col., 2007), indicando persistencia de la 
pluripotencialidad, a pesar de haber activado previamente su genoma embrionario.  
 
Asimismo, la generación de 2 y 4 crías idénticas bovinas (Willadsen y Polge, 1981; 
Johnson y col., 1995; Tagawa y col., 2008), ovinas (Willadsen y col., 1981) y de conejos 
(Moore y col., 1968) a partir de embriones de 2, 4 y 8 células, demuestra claramente la 
totipotencialidad de dichas células. En general, los mecanismos empleados se basan en la 
separación de las células del embrión temprano mediante micromanipulación y su posterior 
introducción en ZP vacías, implicando la transferencia transitoria en oviductos para 
permitir el desarrollo embrionario (Willadsen y Polge, 1981; Johnson y col., 1995). Sin 
embargo, Vajta y col. (2000) generaron el sistema de cultivo de micropozos en placa  
denominado WOW (del inglés, Well of the Well) (Vajta y col., 2000). De esta manera, es 
posible realizar el cultivo de embriones libres de zona pelúcida (LZP), concentrando 
factores autócrinos y parácrinos en las depresiones, como ocurre en las gotas 
convencionales de cultivo. De la misma manera, las microdepresiones evitan la separación 
natural de los embriones causada por la ausencia de uniones intercelulares durante las 
primeras divisiones mitóticas. Recientemente, Tagawa y col. (2008) combinaron el sistema 
de cultivo WOW con la desagregación de blastómeras mediante pipeteo, obteniendo 
resultados más alentadores que, por ejemplo, la bisección con microcuchilla (Tagawa y 
col., 2008). 
 
Sin embargo, el estadio en el cual comienza la expresión genómica del embrión 
podría representar una limitante en la multiplicación de embriones. Este es el momento en 
el cual el embrión activa su genoma y comienza a controlar su desarrollo, luego de una fase 
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de transición materno-embrionaria, en la cual el embrión deja de depender de los 
transcriptos maternos (acumulados en el oocito) para empezar a generar los propios (Palma 
GA, 2001). Varios autores afirman que, en el bovino, la AGE ocurre en la mitad del estadio 
de 8 células (Crosby y col., 1988; Frei y col., 1989; Memili y First, 1999).  
 
1.2.6. Quimeras  
En la mitología griega, la quimera es una bestia con la cabeza de un león, el cuerpo 
de una cabra y la cola de un dragón (Homero, La Ilíada) (Figura 4). Actualmente, en 
biología, el término quimera se aplica a la mezcla de células derivadas de más de un animal 
(Rossant y col., 1982).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Quimera de la mitología griega. En la mitología griega, la quimera es una 
bestia con la cabeza de un león, el cuerpo de una cabra y la cola de un dragón. 
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Los embriones quiméricos tienen diversas aplicaciones. En el campo de la ciencia son 
herramientas interesantes para el estudio del desarrollo temprano y la diferenciación en 
mamíferos (McLaren, 1975) y la introducción de CM transgénicas en blastocistos (Gossler 
y col., 1986; Robertson y col., 1986). Las quimeras interespecíficas también ofrecen la 
posibilidad de estudiar incompatibilidades reproductivas entre especies y neutralizarlas 
(Fehilly y col., 1984a).  
 
Existen dos técnicas básicas para la producción de embriones quiméricos: la 
inyección de blastocistos y la agregación de embriones. En 1983, Summers realizó ambos 
procedimientos entre las razas Friesian y Angus (Bos taurus) con Brahman (Bos indicus). 
En aquel momento la inyección de MCI en la cavidad de blastocistos representó la mejor 
opción; pero fue sugerido que las condiciones de cultivo de los embriones agregados LZP 
eran inapropiadas (Summers y col., 1983). Las agregaciones se han realizaron en tubos con 
medio de cultivo (Summers y col., 1983), en ZP de oocitos (Fehilly y col., 1984b) o de 
embriones microquirúrgicamente vaciadas (Piccard y col., 1990; Boediono y col., 1999) o 
con embriones LZP (Wood y col., 1993a; 1993b;  Vajta y col., 2000). Adicionalmente, 
Wood y col. (1993) realizaron quimeras mediante el cocultivo de una capa de CM con 
varios embriones en estadio de 8 células en la especie murina. Fue posible obtener 
nacimientos a través de este simple procedimiento, permitieron determinar quimerismo 
incluso en la línea germinal (Wood y col., 1993a). 
 
Hasta el advenimiento de las tecnologías del ADN recombinante, el quimerimo 
intraespecífico se vio limitado dada la baja disponibilidad de marcadores especie-
específicos. En bovinos, Picard y col. (1999) emplearon un marcador cromosómico de un 
toro suizo rojo y blanco que cuenta con una traslocación heterocigota 1/29 en los 
cromosomas sexuales para inseminar hembras Holando y Hereford. En su trabajo, 
embriones generados de esta manera fueron agregados con embriones fertilizados con 
semen de toro normal. Luego, el análisis cromosómico de linfocitos permitió determinar el 
tipo de quimerismo (Picard y col., 1990). Por su parte, el quimerismo interespecífico 
admite determinar las localizaciones celulares por la evaluación de los genomas de cada 
especie (Rossant y col., 1982; Ruffing y col., 1993). Fehilly y col. (1985) realizaron 
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análisis citogenéticos de linfocitos de sangre umbilical y de las quimeras obtenidas para 
identificar el quimerismo de las crías (Fehilly y col., 1985). 
 
Para el caso de las quimeras entre CM y embriones, Wood  y col. (1993) concluyen 
en que no existen diferencias significativas entre los procedimientos de inyección y 
agregación, pero resalta la simplicidad de esta última, requiriendo únicamente de una pipeta 
Pasteur y un entrenamiento básico en la manipulación de embriones (Wood y col., 1993b). 
 
1.2.4.a. Complementación trofoblástica 
La complementación trofoblástica es una estrategia que surge a la necesidad de 
aumentar la actividad funcional de las agregaciones embrionarias. Los embriones 
poliploides (particularmente tetraploides o 4n) han sido ampliamente utilizados en este 
sentido, para compensar la letalidad embrionaria, como resultado de fenotipos cuyos tejidos 
extraembrionarios son defectivos o bien para la generación de embriones derivados de CM 
(Nagy y col., 1990).  
 
En agregados diploides/tetraploides (2n/4n), las células 4n son seleccionadas 
negativamente durante el desarrollo de los tejidos fetales (Lu y Market, 1980), pero 
persisten en las membranas extraembrionarias (Tarkowsky y col., 1977). Rossant y col. 
(1982) sugirieron la importancia del genotipo trofoblástico para la sobrevida de las 
quimeras (Rossant y col., 1982). En su experiencia, las quimeras murinas interespecíficas 
entre Mus musculus y Mus caroli generadas por inyección de MCI en blastocistos, 
únicamente producían descendencia viable cuando el genotipo Mus musculus del TrE se 
correspondía con el de la madre sustituta. Entonces, se sugiere que las interacciones 
trofoblasto-útero son fundamentales para la sobrevida de las quimeras luego de su 
implantación y que los componentes del trofoblasto de Mus musculus estarían protegiendo 
a las células de Mus caroli del rechazo inmunológico materno. 
 
Existen dos métodos básicos para la generación de embriones 4n: el uso de 
citocalasina B (Tarkowsky y col., 1977; Ueda y col., 1995) y la electrofusión (Curnow y 
col., 2000; Suo y col., 2009). La citocalasina B inhibe la división citoplasmática, pero 
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permite la división nuclear (Carter, 1967). Sin embargo, tienen altas tasas de mosaicismo 
entre embriones 2n normales y 4n (Tarkowski y col., 1977). En cambio, la electrofusión ha 
producido una población de células 4n mucho más homogénea en otras especies, como el 
ratón y el conejo. 
 
Según Snow, los embriones murinos 4n permiten una implantación rápida, pero 
unos pocos llegan a término (Snow, 1975). Sin embargo, los últimos avances en las 
técnicas y medios de cultivo han permitido obtener tasas de desarrollo a blastocisto 
semejantes a las de los embriones normales en bovinos (Curnow y col., 2000). 
 
Varios intentos han sido reportados en ovinos y bovinos para mejorar la 
placentación de los animales clonados, mediante la producción de embriones quiméricos, 
pero los resultados de nacimientos no variaron respecto de la clonación tradicional (Saito y 
col., 2003; Boediono y col., 1999; Iwasaki y col., 2000; Murakami y col., 2006). 
Contrariamente, en ratón se han observado buenas tasas de desarrollo usando CM (con 
impronta normal) con complementación trofoblástica (Eggan y col., 2001; Li y col., 2005).  
 
En las placentas bovinas existen naturalmente células binucleadas. Éstas se 
localizan en todo el TrE, generalmente en asociación con uniones por microvellosidades 
que separan el trofoblasto del epitelio materno (Duello y col., 1986). De la misma manera, 
la frecuencia de células poliploides en el disco embrionario y en el TrE de embriones día 7 
producidos in vitro es del 50%; mientras que disminuye al 20% en embriones producidos in 
vitro que fueron transferidos tempranamente a úteros de vacas recipientes. En este último 
caso, los análisis estadísticos reflejan que la distribución de las células poliploides es 
significantemente mayor en el TrE que en el disco embrionario (Viuff y col., 2002). 
 
Recientemente han sido reportados nacimientos de ratones adultos generados a 
partir de la agregación de células somáticas inducidas a la indiferenciación o iPSc (del 
inglés, induced pluripotential stem cells) y células 4n (Boland y col., 2009). Estos 
agregados fueron quimeras transitorias, dado que las crías nacidas estuvieron constituidas 
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únicamente por células 2n, sosteniendo el diseño experimental de nuestro trabajo en el 
Capítulo VI. 
 
1.2.5. Criopreservación de embriones 
La criopreservación de embriones se encuentra relacionada con la TE y la PIV. Se 
trata de una estrategia ampliamente utilizada, ya que permite el almacenamiento 
potencialmente infinito de embriones para que puedan ser comercializados y transferidos en 
el momento más oportuno (Sudano y col., 2012). Los primeros mamíferos criopreservados 
satisfactoriamente correspondieron a ratones (Whittingham y col., 1972) y, un año después, 
fue reportado el primer nacimiento de un embrión bovino congelado (Wilmut y Rowson, 
1973). Desde entonces, fueron desarrollados nuevos protocolos basados en dos técnicas 
principales: el congelamiento tradicional y la vitrificación. 
 
El nitrógeno líquido a -196°C es el medio de elección para conservar embriones 
criopreservados. Se considera que los embriones pueden ser mantenidos 200 años sin 
afectar su viabilidad ni causar daños genéticos (Mazur y Schneider, 1986). Sin embargo, 
durante la criopreservación, los embriones sufren daños cuya severidad depende de factores 
como el tamaño y la forma de las células, la permeabilidad de las membranas y la calidad y 
sensibilidad de la estructura que sufre el proceso (oocito o embrión) (Vajta y Kuwayama, 
2006). Para minimizar estos problemas se emplean agentes crioprotectores, que son solutos 
orgánicos que ayudan a proteger las organelas celulares; aunque muchas veces perjudican 
la organización del citoesqueleto, resultan tóxicos o generan un daño osmótico (Dobrinsky, 
2002). Se han realizado varios intentos para disminuir la toxicidad y aumentar la 
permeabilidad de los agentes crioprotectores, usando combinaciones de los mismos, 
adicionándolos en distintos puntos del proceso y congelando las muestras con alta 
concentración de los mismos (Vajta y Kuwayama, 2006). Entre los crioprotectores más 
usados se encuentra el dimetil-sulfóxido (DMSO), el etilenglicol (EG) y el glicerol (G). 
Asimismo, se ha observado que los azúcares como la glucosa, la tehalosa y otros glúcidos 
pueden actuar como criopreservantes naturales (Wakayama y col., 2008). 
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Una de las principales limitantes de la aplicación masiva de la criopreservación de 
embriones de PIV ha sido su mayor sensibilidad a la criopreservación con respecto a 
aquellos embriones producidos in vivo (Leibo y Loskutoff, 1993), posiblemente debido a su 
mayor contenido lipídico (De La Torre-Sánchez y col., 2006a; 2006b; Mucci y col., 2006; 
Barceló-Fimbres y Seidel, 2007). Asimismo, los embriones producidos in vivo, tanto 
congelados como vitrificados, tienen tasas de preñeces semejantes para ambas técnicas; 
mientras que los embriones de PIV toleran mejor la vitrificación (Inaba y col., 2011). Otro 
factor que afecta la eficiencia de la criopreservación es el estadio del desarrollo 
embrionario en el cual se realiza el proceso (Massip, 2001), siendo el blastocisto expandido 
el estadio más conveniente (Han y col., 1994; Hasler y col., 1995).  
 
1.2.5.a. Congelamiento tradicional 
Actualmente, el congelamiento tradicional es la técnica de criopreservación de 
mayor difusión. El procedimiento se encuentra totalmente estandarizado y automatizado 
por equipamientos comerciales. Durante el congelamiento, la velocidad de disminución de 
la temperatura permite el intercambio de crioprotectores ente los espacios intra y 
extracelulares. El control de la velocidad de enfriamiento permite que el agua extracelular 
cristalice, aumentando el gradiente osmótico que extrae el agua dentro de la célula 
(Saragusty y Arav, 2011) y eliminando casi completamente la formación de hielo 
intracelular que dañaría severamente los componentes celulares. Los embriones congelados 
son fácilmente transferibles tras realizar el descongelamiento de la pajuela donde se 
encuentran conservados durante unos minutos en agua a 37°C. Las tasas de supervivencia 
de las muestras producidas in vivo por SOV e IA suelen ser altas y los embriones 
sobreviven intactos. 
 
1.2.5.b. Vitrificación 
La vitrificación es una técnica de criopreservación de embriones y oocitos altamente 
utilizada, principalmente en condiciones experimentales. Se consigue mediante un 
enfriamiento muy rápido en una solución cuya viscosidad aumenta con el descenso de 
temperatura hasta la formación de un estado sólido amorfo, sin estructura cristalina u 
organizada. El procedimiento consiste en conseguir un contacto directo entre la solución 
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vitrificante (con el agente crioprotector) y el nitrógeno líquido. Para lograr un gran cambio 
de temperatura a gran velocidad (enfriamiento ultrarrápido, mayor a 500 °C/min) se usa un 
volumen mínimo de medio (reportado entre 0,1 y 1 µL) y nitrógeno líquido a -196°C. La 
exposición y las tasas de congelación deben ser lo suficientemente rápidas para evitar la 
toxicidad y la formación de cristales intracelulares que puedan dañar el contenido celular. 
Antes del calentamiento, el material biológico debe equilibrarse con la solución 
crioprotectora (en menor concentración) para que pueda soportar el choque osmótico. 
 
Existen diferentes técnicas de vitrificación de embriones, basadas en los mismos 
principios y prácticamente sin ventajas entre ellas. Con el objetivo de minimizar el volumen 
de medio congelado y garantizar un enfriamiento ultrarrápido surgieron las técnicas de 
redes o rejillas de microscopía electrónica (Martino y col., 1996), las pajuelas abiertas y 
estiradas (OPS, del inglés open pulled straws) (Booth y col., 1999), los bucles de 
congelamiento o cryoloops (Lane y col., 1999) y el método de CryoTip® (Kuwayama y 
col., 2005). El método de vitrificación en superficie sólida (SSV, del inglés solid surface 
vitrification) (Dinnyés y col., 2000) evita la formación de vapores.  
 
La vitrificación no requiere de aparatos de congelamiento ni de alto entrenamiento, y 
principalmente elimina el riesgo de daños celulares debido a que las altas velocidades de 
enfriamiento y calentamiento no dan tiempo a que ocurran. Por lo tanto, se trata de una 
técnica con características competitivas respecto del congelamiento tradicional. Sin 
embargo, las desventajas de la vitrificación radican en el impedimento para hacer 
transferencia directa de los embriones preservados (Vajta y Kuwayama, 2006), la 
posibilidad de transmisión de enfermedades durante el contacto con nitrógeno líquido no 
estéril (Bielanski y col., 2000) y la ausencia de un protocolo estandarizado (Vajta y 
Kuwayama, 2006).  
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Durante el desarrollo de la presente Tesis, los objetivos individuales buscaron 
desarrollar una nueva forma de clonación embrionaria a partir de la separación de 
blastómeras de un único embrión producido por FIV, sin la necesidad de emplear un equipo 
de micromanipulación. Varios años atrás se intentaron multiplicar embriones por 
enucleación y TN, pero estas iniciativas no prosperaron debido a la complejidad de los 
métodos empleados. En la actualidad, con el desarrollo de nuevos conocimientos en 
términos de clonación animal, complementación trofoblástica y técnicas LZP ha sido 
posible combinar diversas estrategias para lograr desarrollar un sistema de clonación 
embrionaria.  
 
En primera instancia, en el Capítulo II se desarrollaron ensayos de FIV, dado que 
fue la principal tecnología planteada para las posteriores experiencias. En este sentido, 
también se efectuaron ensayos in vivo de TE de los embriones producidos in vitro para 
evaluar tanto la calidad de los embriones producidos como la validez de la técnica bajo 
nuestras condiciones. De esta manera, fue posible corroborar la calidad de los blastocistos 
obtenidos, generando preñeces que aún se encuentran en curso.  
 
En el Capítulo III se evaluó la implementación de FIV con semen sexado, desde dos 
puntos de vista. Por un lado, como una alternativa para el marcado celular de las quimeras; 
y, por el otro, con la potencialidad de conseguir multiplicar embriones del sexo deseado. 
Además, los resultados del sistema de producción de embriones in vivo por SOV, IA con 
semen sexado y TE fueron comparados con los resultados obtenidos in vitro por FIV 
empleando semen sexado, para validar el empleo de este tipo de semen en ensayos de 
laboratorio. 
 
En los Capítulos IV y V se implementó una técnica de vitrificación de embriones, 
innovando especialmente en aquellos embriones LZP producidos en la presente Tesis. Esto 
permitirá criopreservar este tipo de embriones para realizar las TE en el momento de 
disponibilidad de hembras receptoras. 
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En los Capítulos V y VII se analizaron dos estrategias de multiplicación de 
embriones LZP, basadas en la transferencia de ooplastos (TO) seguida de desagregación de 
blastómeras y la desagregregación y complementación con embriones tetraploides para la 
producción de quimeras transitorias, respectivamente. Asimismo, se estudió el desarrollo de 
blastómeras individuales de embriones en estadio de 2 a 8 células y se discutieron algunas 
cuestiones referentes al desarrollo embrionario, como la presencia de factores en el oocito y 
la AGE. 
 
Finalmente, en el Capítulo VI también se aplicó la técnica de transgénesis mediada 
por vesículas de ooplasma coincubadas con un transgén, desarrollada por Pereyra-Bonnet y 
col. (2011). El objetivo del trabajo consistió en emplear la transgénesis principalmente 
como herramienta de marcado celular. Las quimeras se plantearon específicamente como 
un sistema transitorio  para la multiplicación de blastómeras individuales de embriones 
bovinos (incapaces de alcanzar el estadio de blastocisto independientemente) (Capítulos V 
y VI), generadas mediante el procedimiento de complementación trofoblástica. 
 
Por lo tanto, el sistema de quimeras transitorias representó una forma innovadora de 
clonación embrionaria. De esta manera, se consiguió desarrollar un sistema de producción, 
multiplicación y criopreservación de los embriones producidos por FIV y LZP, que 
facilitaría una plausible aplicación a campo. 
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1.3. HIPÓTESIS 
 
“A partir de una blastómera en estadio de 8 células es posible producir embriones 
viables, permitiendo desarrollar una técnica eficiente de clonación embrionaria”. 
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1.4. OBJETIVOS 
 
1.4.1. Objetivos generales  
 Generar un sistema de producción y criopreservación de embriones de fecundación 
in vitro (FIV) con semen convencional y sexado para ser implementado en los 
siguientes experimentos bajo nuestras condiciones. 
  
 Multiplicar genética de interés, permitiendo obtener numerosos embriones a partir 
de uno de gran valor genético, generando un sistema simple de “clonación 
embrionaria”. 
 
 Reducir las tasas de mosaicismo y ampliar el número de embriones bovinos 
transgénicos mediante desagregación de blastómeras y complementación con 
embriones tetraploides/asincrónicos de FIV.  
 
1.4.2. Objetivos específicos 
1.4.2.a. Objetivos específicos del Capítulo II: 
 Testear el mejor semen a emplear para FIV, comparando las tasas de producción de 
embriones a partir de diferentes toros. 
 
 Validar la calidad de los embriones producidos por FIV, realizando transferencia 
embrionaria (TE) de blastocistos producidos por aspiración folicular (OPU) y FIV. 
 
1.4.2.b. Objetivos específicos del Capítulo III: 
 Evaluar, mediante un protocolo corto (5h) de FIV, la calidad del semen sexado 
hembra de partidas nacionales e importadas respecto de su contraparte 
convencional. 
 
 Evaluar la producción de embriones in vitro a partir de pajuelas de semen sexado de 
diferentes toros, para su potencial aplicación como una herramienta de marcado 
celular. 
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 Comparar el uso del semen sexado en protocolos de superovulación (SOV) e 
inseminación artificial (IA) con la FIV, evaluando la variabilidad de los machos en 
cada condición.  
 
1.4.2.c. Objetivos específicos del Capítulo IV: 
 Emplear una técnica simple y económica de vitrificación de blastocistos cultivados 
libres de zona pelúcida (LZP) producidos por FIV. 
 
1.4.2.d. Objetivos específicos del Capítulo V: 
 Evaluar el efecto de la transferencia de ooplastos (TO) en el desarrollo y la calidad 
de embriones de FIV-LZP. 
 
 Aumentar la capacidad de desarrollo de blastómeras individuales, después de la 
desagregación de embriones de producidos por TO para producir un sistema 
innovador de “clonación embrionaria”. 
 
1.4.2.e. Objetivos específicos del Capítulo VI: 
 Establecer las mejores condiciones de fusión para la generación de embriones 
tetraploides (4n). 
 
 Utilizar la transgénesis con una construcción plasmídica conteniendo el gen 
reportero de la proteína verde fluorescente (egfp) como una herramienta de marcado 
celular.  
 
 Multiplicar embriones mediante la agregación de blastómeras que expresen egfp con 
embriones 4n y/o asincrónicos no valiosos, en el sistema de cultivo en micropozos 
en placa (WOW), para generar un sistema eficiente de “clonación embrionaria”. 
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CAPITULO II. 
FECUNDACIÓN IN VITRO CON SEMEN CONVENCIONAL 
 
 
 
 Los resultados de testeo de semen forman parte del Informe Técnico: “Evaluación 
de calidad seminal mediante fertilización in vitro”, realizado para la evaluación de 
partidas de toros comerciales. Este informe fue presentado a la empresa Ciale-Alta, 
el 10 de diciembre de 2012. 
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2.1. RESUMEN 
  
El éxito de la FIV depende de tres procesos individuales interconectados: (a) la 
maduración in vitro de los oocitos aspirados, (b) la capacitación del semen fuera del tracto 
genital femenino, previa a la fecundación propiamente dicha y (c) el cultivo embrionario in 
vitro. Los objetivos de este capítulo consistieron en testear el mejor semen a emplear para 
FIV y validar la técnica a través de la transferencia a hembras receptoras de los embriones 
producidos mediante OPU y FIV. Los experimentos realizados permitieron determinar que, 
al realizar el testeo de semen de 4 toros (A, B, C y D), existió un efecto macho que afectó la 
PIV. Sin embargo, se obtuvieron tasas de desarrollo hasta blastocisto cercanas al 50% para 
los toros A y C. La TE de embriones producidos por OPU y FIV permitió obtener buenas 
tasas de preñez. Por lo tanto, en nuestras condiciones, la FIV demostró tener gran 
aplicabilidad. 
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2.2. INTRODUCCIÓN 
 
La PIV es una biotecnología reproductiva cuyos intereses exceden los fines 
comerciales. Con el progreso de las técnicas de embriología celular y molecular, los 
embriones de PIV son una herramienta de estudio sumamente interesante, permitiendo 
incluso la generación de embriones transgénicos (Pereyra-Bonnet y col., 2011; Bevaqcua y 
col., 2012; Hiriart y col., 2013) y el establecimiento de líneas de CM, con alta 
disponibilidad y bajos costos (Furusawa y col., 2013). A pesar de que el primer nacimiento 
de un embrión de FIV en Argentina se produjo en 1994 (Salamone y Barañao, 1995), aún 
son pocos los laboratorios que realizan producción de embriones por FIV. Si bien se trata 
de una técnica altamente desarrollada y difundida en otros países, como Brasil y Estados 
Unidos (Stroud, 2012; Viana, 2012), requiere de personal capacitado que cuente con los 
conocimientos necesarios para llevar a cabo los procedimientos. 
 
La principal ventaja de la FIV reside en los bajos costos, principalmente cuando se 
emplean oocitos provenientes de ovarios de vacas enviadas a faena (Aller y col., 2000). A 
su vez, la OPU guiada por ecografía permite realizar repetidas aspiraciones (incluso una 
vez por semana) de animales prepúberes, gestantes (hasta los 4 meses) y en posparto, 
acortando los tiempos biológicos y aumentando considerablemente la producción de 
embriones a partir de genética valiosa (Betteridge y col., 1989; Duby y col., 1996; García y 
Salaheddine, 1998; Taneja y col., 2000; Lopes y col., 2006; Ratto y col., 2011). 
 
La FIV consiste en tres procesos interconectados: (a) la MIV de los oocitos 
aspirados, (b) la capacitación del semen fuera del tracto genital femenino, previa a la 
fecundación propiamente dicha y (c) el cultivo embrionario in vitro. Por un lado, la calidad 
de los complejos oocito-células del cúmulus (COCs) recolectados es importante para la 
MIV. Las células del cúmulus atraviesan la ZP y establecen uniones estrechas con el oocito. 
Por lo tanto, la presencia de un cúmulus completo con varias capas garantiza el pasaje de 
nutrientes del medio externo al oocito y permite que el oocito complete su MIV (Leibfried 
y First, 1979). Debido a la presencia de gonadotrofinas en el medio de maduración, el 
cúmulus del oocito se expande, facilitando el ingreso de los espermatozoides. 
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Morfológicamente, la presencia de un cúmulus expandido permite estimar la condición de 
oocito maduro. 
 
Durante la aspiración folicular por OPU, varios factores pueden influir en la 
eficiencia de la técnica en el ganado vacuno, entre ellos la raza y el momento fisiológico 
del ciclo reproductivo de la hembra. Ha sido reportado que las razas Holando (Bos taurus) 
producen oocitos de mejor calidad que las vacas danesas rojas y blancas (Lopes y col., 
2006). Sin embargo, las vacas Aberdeen Angus (Bos taurus) producen mayor número de 
oocitos con mejor competencia in vitro que las vacas Holando (Ratto y col., 2011). 
Asimismo, las razas índicas (Bos indicus) han permitido obtener mejores resultados en la 
PIV que las hembras Bos taurus (Pontes y col., 2010), permitiendo el gran desarrollo del 
procedimiento OPU y PIV en países como Brasil, que cuenta con este tipo de ganado 
(Viana, 2012). Por otro lado, el momento del ciclo estral en el cual se realiza la OPU 
influye tanto en las tasas de recuperación y la calidad de los oocitos, como también en los 
resultados de la FIV (Tan y Lu, 1990; Merton y col., 2003; Vassena y col., 2003). En este 
sentido, han sido reportadas varias estrategias para mejorar la eficiencia de la OPU.  Por un 
lado, la sincronización de la emergencia de la onda folicular mejoró los resultados en vacas 
donantes mestizas Brangus tras la realización de la aspiración folicular 5 días después de un 
tratamiento de progesterona y estradiol (Reis y col., 2010). De la misma forma, en razas 
Bos taurus, la estimulación ovárica con gonadotrofinas permitió recuperar mayores tasas de 
oocitos (Blondin y col, 1997; 2002). Sin embargo, los beneficios de estos tratamientos aún 
continúan en debate. 
 
Los espermatozoides deben sufrir el proceso de capacitación antes de adquirir la 
capacidad fecundante. En condiciones in vitro, esto se logra a través del uso de agentes 
capacitantes, cuyo mayor representante es la heparina, presente también en el tracto genital 
femenino (Brackett y Oliphant, 1975; Brackett y col., 1982; Parrish y col., 1986; 1988). Sin 
embargo, ha sido reportado un efecto macho (Aoyagi y col., 1988; Zhang y col., 2003), por 
lo cual es necesario el testeo del semen para su correcto uso en condiciones de FIV estándar 
(Xu y col., 2009). El siguiente paso consiste en la fecundación, que involucra la unión de 
los núcleos de ambas gametas y la formación del genoma del nuevo individuo. Este proceso 
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involucra tanto el pasaje a través de las células del cúmulus mediante la reacción 
acrosómica, el reconocimiento especie-específico entre la ZP y la membrana plasmática del 
espermatozoide y la fusión de las membranas de las gametas. La mayor parte del semen 
usado, tanto para IA como para FIV, es congelado. Ha sido reportado que el proceso de 
criopreservación puede causar daños en la membrana plasmática, el acrosoma, el 
metabolismo y la motilidad de los espermatozoides (Meyers, 2005; Blässe y col., 2012; 
Taşdemir y col., 2013). Asimismo, efectos relacionados al estrés por calor contribuyen a 
disminuir la fertilidad de los machos (Yaeram y col., 2006; Orgal y col., 2012). Tanto la 
motilidad espermática evaluada subjetivamente (incluso post-descongelación) como el 
número total y la proporción de espermatozoides morfológicamente normales han sido 
relacionados con la fertilidad (Rodríguez-Martínez, 2003; Christensen y col., 2011; Nagy y 
col., 2013). 
 
La tercera etapa consiste en el cultivo in vitro, tanto de los presuntos cigotos 
generados como de los embriones que desarrollen a partir de ellos. Los medios de cultivo 
actualmente empleados permiten obtener altas tasas de formación de blastocistos a partir de 
FIV. Sin embargo, los embriones producidos in vitro varían significamente con aquellos 
producidos in vivo por medio de IA o servicio natural. Por ejemplo, cuentan con distintos 
patrones de expresión génica y menor tolerancia a la criopreservación (Fair y col., 2001; 
Abe y col., 2002; Rizos y col., 2002; Concoran y col., 2006; Sudano y col., 2011). Dichas 
características han sido atribuidas a las condiciones de cultivo in vitro, por lo que 
actualmente se está investigando la producción de embriones in vitro con características 
más semejantes a las de los embriones in vivo (Keskintepe y Brackett, 1996; Seidel, 2006; 
Sudano y col., 2011). 
 
Por los motivos expuestos anteriormente, en el presente capítulo se planteó la 
realización de FIV, tanto para el testeo del macho a emplear usando COCs colectados de 
ovarios de matadero, como para validar la técnica a nivel práctico, colectando COCs por 
OPU y permitiendo demostrar la calidad de los embriones obtenidos tanto en ensayos in 
vitro de producción de embriones como en las tasas de preñez alcanzadas en las 
transferencias de los mismos a hembras receptoras. 
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2.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
2.3.1. Experimento 1. FIV con semen convencional no sexado 
Se evaluaron muestras de las mismas partidas de semen congelado de 4 toros (A, B, 
C y D) de la empresa Ciale-Alta. En todos los casos se realizaron 2 repeticiones, 
comparando los 4 toros simultáneamente, evitando así la variabilidad generada por los 
oocitos de matadero empleados. 
 
2.3.2. Experimento 2. TE producidos in vitro con semen convencional no sexado a partir de 
oocitos recuperados por OPU 
Se recuperaron oocitos de vacas donantes de la raza Holando de alto mérito 
genético, previamente estimuladas a la superovulación o aspiradas en cualquier momento 
de la onda folicular, en una cabaña de Colonia Aldao (Santa Fe, Argentina). Se procedió a 
madurar y fecundar in vitro los oocitos obtenidos, empleando semen convencional. Los 
blastocistos obtenidos se transfirieron a vacas receptoras previamente sincronizadas. Se 
evaluaron las tasas de clivaje, de producción de blastocistos y de preñez aproximadamente 
a los 35 días de la PIV. 
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2.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.4.1. Productos químicos 
 Todos los productos químicos y los medios fueron adquiridos de Sigma Chemical 
(St. Louis, MO, EE.UU.), a menos que se indique lo contrario. 
 
2.4.2. Colección y maduración de oocitos de matadero 
Los ovarios provinieron de vacas enviadas a faena en mataderos de las provincias de 
Buenos Aires y Santa Fe (Argentina). Los COCs se aspiraron de folículos de 2 a 6 mm de 
diámetro y se recolectaron en medio Tyrode tamponado con Hepes (H4034) conteniendo 
albúmina, lactato y piruvato (TALP-H) (Bavister y Yanagimachi, 1977). Para la MIV, se 
seleccionaron oocitos cubiertos con al menos 3 capas de células del cúmulus. La 
maduración se realizó en medio TCM-199 (31100-035, Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.), 
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB, 013/07; Internegocios, Buenos 
Aires, Argentina), 10 µg/mL de FSH (Folltropin®, Bioniche, East Belleville, Ontario, 
Canadá), 0,3 mmol/L de piruvato sódico (P2256), 100 mmol/L cisteamina (M9768) y 2% 
v/v de antibiótico-antimicótico (ATB, 15240-096, Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.). Los 
oocitos se cultivaron en gotas de 100 µL de medio TCM suplementado, cubiertas con aceite 
mineral (M8410), en placas de cultivo de 32 mm. Las condiciones de MIV consistieron en 
6,5% de CO2 en aire humidificado a 39°C durante 22 h.  
 
2.4.3. Estimulación de vacas donantes de oocitos para OPU 
En el día 0 del protocolo de estimulación de vacas donantes de oocitos se colocaron 
implantes de 1,9 g de progesterona (CIDR, Pfizer, NY, EE.UU.) y se inyectaron 2 mL (2 
mg) de 17-β-estradiol (Río de Janeiro, Argentina) y 2 mL (500 µg) de prostaglandina 
(Veteglan, Calier, España). En el día 3 por la tarde y en el día 4 por la mañana se inyectaron 
3 mL de FSH (Folltropin®, Bioniche, East Belleville, Ontario, Canadá), respectivamente. 
Posteriormente, en el día 4 por la tarde y día 5 por la mañana se inyectaron otros 2 mL de 
FSH en cada aplicación; en el día 6 por la tarde se retiró el dispositivo de progesterona. 
Finalmente en el día 7 por la mañana se procedió a realizar la punción folicular.  
2.4.4. Recuperación de oocitos in vivo por OPU  
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En el día 7 del protocolo de estimulación de vacas Holando donantes de oocitos 
para OPU se realizó la punción folicular en un campo en Colonia Aldao (Santa Fe, 
Argentina), empleando un ecógrafo Mindray 6600, un transductor microconvexo, 100 
mmHg de presión de vacío y una aguja de 50 x 18G. Las vacas no estimuladas fueron 
aspiradas directamente sin tratamiento previo. El contenido folicular se recolectó en un 
tubo de 50 mL, protegido de la luz solar. 
 
2.4.5. Colección y selección de los oocitos recuperados por OPU 
El material aspirado, contenido en un tubo de 50 mL debidamente rotulado, fue 
filtrado y enjuagado con medio PBS (solución salina tampón fosfato Dulbecco) hasta que 
su contenido sanguinolento quedó transparente. Se avirtió el contenido del filtro en una 
placa de búsqueda, enjuagando correctamente para que no perder muestras. Se colectaron 
todos los oocitos y se colocaron en una placa con medio TALP-H. Los oocitos se contaron, 
clasificaron y se colocaron en una placa con medio TCM-199 suplementado para su MIV, 
en condiciones estándar (Sección 2.4.2.). 
 
2.4.6. Fecundación in vitro  
El procedimiento de fecundación in vitro ha sido descrito previamente por Brackett 
y Oliphant (1975). Resumiendo, el semen congelado se descongeló en un baño térmico de 
agua a 37°C durante 30 seg. El esperma se lavó dos veces por centrifugación a 490 g con el 
medio definido por Brackett-Oliphant (BO). La concentración de espermatozoides 
convencionales no sexados se ajustó a 16x10
6
 espermatozoides/mL y el esperma fue 
posteriormente coincubado durante 5 h con los oocitos maduros con cúmulus expandidos 
en el medio BO. Posteriormente, los presuntos cigotos se lavaron varias veces en TALP-H 
y se cultivaron in vitro como se describe en la sección 2.4.7.  
 
2.4.7. Cultivo in vitro 
Los presuntos cigotos se cultivaron en gotas de 50 µL de fluido oviductal sintético 
(SOF) (Tervit y col., 1972; Holm y col., 1999), suplementado con 2,5% v/v de SFB. Las 
condiciones de cultivo fueron 6,5% de CO2 en aire humidificado a 39°C. Los embriones se 
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transfirieron a nuevas gotas en el día 2 y se suplementaron con 10% de SFB en el día 5. El 
clivaje se evaluó en el día 2 y el desarrollo a blastocistos al día 7.  
 
2.4.8. Sincronización de hembras receptoras  
Las vacas receptoras de embriones fueron sincronizadas con dos dosis de 2 mL cada 
una de prostaglandina. La segunda inyección fue realizada 3 días antes de la FIV. La 
primera dosis fue administrada entre 11 y 14 días antes de la fecha fijada para la FIV. Se 
controló celo el día de la FIV y los días anterior y posterior (receptoras con útero de días 7, 
8 y 6, respectivamente para el día de la TE).  
 
2.4.9. TE producidos por OPU y FIV 
Los blastocistos día 7 producidos por FIV de oocitos recuperados por OPU fueron 
cargados individualmente en pajuelas de 0,25 mL en medio SOF o medio Syngro Holding 
(Bioniche, East Belleville, Ontario, Canadá). La TE se realizó de forma ipsilateral en el 
cuerpo uterino, en receptoras que presentaban un cuerpo lúteo mayor a 18 mm.  
 
2.4.10. Análisis estadístico 
El desarrollo embrionario se analizó con el procedimiento GENMOD de SAS 9.1 
(SAS, 2003) con una distribución binomial y un enlace logit. Los modelos logísticos 
incluyeron los efectos fijos de tratamiento y las interacciones de segundo y tercer orden. Se 
emplearon contrastes ortogonales para evaluar diferencias entre tratamientos. Las 
diferencias se consideraron significativas cuando P<0,05.  
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2.5. RESULTADOS 
 
2.5.1. FIV con semen convencional no sexado 
Los resultados globales de 2 repeticiones de producción de embriones por FIV con 
semen convencional  a partir del semen de los 4 toros evaluados se muestran en la Tabla 1. 
Las tasas de clivaje fueron aceptables en los 4 casos evaluados, sin presentar diferencias 
significativas. Las tasas de desarrollo in vitro hasta estadio de blastocisto fueron mayores 
(P<0,05) empleando los toros A y C (37/84, 44% y 41/85, 48%, respectivamente). Los 
toros B y D disminuyeron la producción de embriones (39/91, 33% y 25/92, 27%, 
respectivamente). 
 
Tabla 1. Resultados globales de FIV para los toros analizados. Se presentan los datos 
globales correspondientes a 2 repeticiones independientes de FIV para cada toro evaluado.  
 
Toro 
Nro. oocitos 
 cultivados 
Clivaje  
(%) 
Nro. blastocistos 
 totales (%) 
 
Blastocistos/clivados  
(%*) 
 
 
A 
 
84 
 
65 (77) 
 
37 (44)a 
 
 
37/65 (57)a 
 
B 91 65 (71) 30 (33)b 
 
30/65 (46)b 
 
C 85 68 (80) 41 (48)a 
 
41/68 (60)a 
 
D 92 62 (67) 25 (27)b 
 
25/62 (40)b 
 
TOTAL 352 260 (74) 133 (38) 
 
133/260 (51) 
 
* Porcentajes calculados respecto del número de embriones clivados; (a,b,c): Valores con distintas letras difieren 
significativamente (P<0,05). 
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2.5.2. TE producidos in vitro con semen convencional a partir de oocitos recuperados por 
OPU. 
En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos a partir de procedimientos de 
recuperación de oocitos por OPU y FIV con semen convencional no sexado para ensayos 
realizados a campo. Una menor cantidad de oocitos fue recuperada de las vacas 
estimuladas, respecto de las no estimuladas. No hubo diferencias significativas en las tasas 
de clivaje, producción de blastocistos y preñez.  
 
Tabla 2. TE producidos in vitro con semen convencional y oocitos recuperados por 
OPU. Vacas donantes de oocitos para OPU fueron estimuladas a la ovulación. El grupo 
control consistió en vacas aspiradas en cualquier momento de la onda folicular.  
 
Tratamiento 
Nro. 
 vacas 
aspiradas 
Nro. 
oocitos 
obtenidos 
Promedio 
oocitos/OPU 
Clivaje 
(%*) 
Nro. de 
blastocistos 
(%*) 
 
Nro. de 
preñeces a 
los 35 días 
(%**) 
 
Estimulación 14 65 4,6 44 (68) 27 (41)a 
 
9 (33)*** 
 
 Ninguno 8 87 10,8 53 (61) 21 (24)b 
 
8 (38) 
 
TOTAL 22 152 6,9 97 (64) 48 (32) 
 
17 (35) 
 
*Porcentajes en relación al número de oocitos obtenidos;**Porcentaje en relación al número de blastocistos transferidos; 
***Preñeces confirmadas a los 70 días. (a,b): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). 
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2.6. DISCUSIÓN 
 
La FIV es una herramienta sumamente útil para la producción de embriones in vitro. 
En nuestras condiciones ha demostrado tener una alta eficiencia, no solo para la evaluación 
de semen, sino también para producir embriones que posteriormente son sometidos a 
transgénesis o clonación (Pereyra-Bonnet y col., 2011; Bevacqua y col., 2012; 2013; Hiriart 
y col., 2013). 
 
Como se mencionó anteriormente, la FIV consiste en tres etapas cuyos resultados 
individuales pueden afectar significativamente el proceso global. La calidad ovocitaria es 
de fundamental importancia en este sentido. En nuestra primera experiencia, se realizaron 
ensayos de FIV que presentaron diferencias significativas (P<0,05) en cada repetición 
independiente (Tabla 1), siendo la primera de ellas mejor que la segunda. Dado que los 
procedimientos fueron realizados desde octubre a diciembre, el fenómeno de disminución 
de la PIV podría estar directamente relacionado con las condiciones climáticas (época de 
calor). A pesar de que el bovino no es una especie estacional, las altas temperaturas afectan 
la ovogénesis tanto como 105 días antes de la ovulación (Torres-Júnior y col., 2008) y por 
lo tanto, producen efectos adversos en el oocito y en el embrión temprano (Hansen, 2013) 
que finalmente alteran las tasas de preñez. Al mismo tiempo, otro factor de variabilidad es 
el estado de desarrollo de los ovarios de las hembras empleadas. El hecho de trabajar con 
ovarios prevenientes de mataderos limita las posibilidades de escoger las hembras donantes 
de oocitos. En este sentido, ha sido previamente reportado que los oocitos de terneras no 
presentan resultados repetibles, comparados con los oocitos de vacas (Salamone y col., 
2001).  
 
Por otro lado, la calidad espermática es otro de los componentes a evaluar para el 
éxito de la FIV. Existen variaciones considerables entre las distintas partidas congeladas del 
mismo macho, ya sea en morfología o motilidad. En cualquier eyaculado siempre existen 
alteraciones morfológicas, pero que difieren en su impacto sobre la fertilidad. Los defectos 
que afectan la fecundación o el posterior desarrollo embrionario (Rodríguez-Martínez y 
Barth, 2007) son denominados alteraciones mayores, mientras que otras anomalías pueden 
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no tener efectos. Para limitar esta variabilidad en cada procedimiento de congelado, las 
empresas comerciales cuentan con valores mínimos aceptables de las evaluaciones de las 
muestras. En este caso, el semen a ser procesado por la empresa Ciale-Alta debía contar 
con un mínimo de espermatozoides vivos con motilidad progresiva de 60% en fresco y 40% 
post-descongelado. Asimismo, la muestra requería de 70% de espermatozoides normales, 
con un mínimo del 20% en anomalías mayores. Sin embargo, esta evaluación permite 
normalizar parcialmente los resultados posteriores. Al igual que los oocitos, los 
espermatozoides pueden dañarse durante el proceso de espermatogénesis debido a 
diferentes condiciones de estrés. Ha sido previamente reportado que semen fresco colectado 
durante épocas de calor no sufre alteraciones de motilidad aparentes. Sin embargo, 
disminuye considerablemente su criotolerancia y sobrevida post-descongelado (Orgal y 
col., 2012). Sin embargo, no fue posible observar una interacción entre los toros empleados 
y cada repetición realizada. De esta manera, el semen de los toros empleados mostró el 
mismo comportamiento en ambas repeticiones. 
 
Por otro lado, la combinación de los patrones de motilidad con los resultados de IA 
permiten dar un estimativo de la fertilidad (Januskauskas y col., 2001). Sin embargo, los 
ensayos de evaluación de la calidad seminal de semen convencional congelado mediante 
FIV brindan otro tipo de información, dado que las condiciones son muy diferentes a las 
naturales (Rodríguez-Martínez, 2007b). En nuestras condiciones, la FIV ha permitido 
determinar que los cuatro toros testeados (A, B, C y D) son aptos para la producción de 
embriones in vitro, dado el alto porcentaje de blastocistos obtenidos. Específicamente, los 
toros A y C demostraron una capacidad individual significativamente mayor (P<0,05) que 
los toros B y D de fecundar oocitos de vacas de matadero in vitro. El efecto macho es una 
condición que limita el uso de cualquier semen en FIV, pero que puede corregirse mediante 
un patrón individual de agente capacitante para cada toro, indicando que el problema de la 
falla en la FIV no corresponde a los espermatozoides per se, sino que radicaría en el 
proceso de capacitación fuera del tracto reproductivo de la hembra (Lu y Seidel, 2004; Xu y 
col., 2009). En nuestro laboratorio es común emplear conjuntamente el semen de dos toros 
distintos para evitar el efecto macho y aumentar las tasas de desarrollo de embriones hasta 
estadio de blastocisto. En cuestiones comerciales, esta práctica se ve dificultada por 
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regulaciones al momento de inscribir legalmente las crías obtenidas ante los entes 
correspondientes, pero resulta de gran utilidad con fines científicos. Sin embargo, las tasas 
de producción de embriones in vitro de los toros A y C fueron similares a aquellas tasas 
obtenidas por combinación de toros en nuestras condiciones, lo que representa que estos 
machos pueden ser utilizados con éxito en procedimientos de FIV estándar con un solo 
semen.  
 
Algunos autores afirman que la estimulación ovárica con gonadotrofinas mejora la 
eficiencia de OPU en hembras Bos taurus (Blondin y col., 2002). Asimismo, el tratamiento 
con FSH antes de la OPU ha mejorado el número de embriones viables después de cada 
sesión (Driancourt, 2001). Sin embargo, dados los resultados controvertidos respecto de la 
fase folicular ideal para realizar la OPU (Salamone y col., 1999; Merton y col., 2003; 
Vassena y col., 2003), aún continúa en controversia la sincronización de la onda folicular 
para realizar la aspiración. En nuestras observaciones, la estimulación de las donantes con 
gonadrotrofinas tendió a disminuir la cantidad de oocitos recuperados en cada sesión de 
OPU, posiblemente por contar con folículos de gran tamaño en el día 7. Sin embargo, la 
tasa de blastocistos aumentó significativamente en las hembras estimuladas, indicando 
posiblemente un efecto favorable en la calidad ovocitaria que influiría de manera positiva 
en la producción de embriones, tal como ha sido previamente descrito por algunos autores 
(Chaubal y col., 2007; De Roover y col., 2008). Las tasas de preñez fueron muy buenas y 
no variaron significativamente, demostrando la calidad de los embriones producidos.  
 
Al comparar los resultados globales de la FIV de oocitos provenientes de ovarios de 
matadero o de aspiración folicular, los porcentajes de clivaje y desarrollo embrionario hasta 
el estadio de blastocisto descienden levemente (74 y 38% versus 64 y 32%, 
respectivamente para cada condición de FIV). Esto se debe a que en condiciones de 
frigorífico se realiza una selección más estricta en la calidad ovocitaria, dada la alta 
disponibilidad de oocitos. Sin embargo, las tasas de blastocistos/embriones clivados se 
conservan (51 versus 49%, respectivamente), sugiriendo que la técnica de FIV es altamente 
eficiente en ambas condiciones. 
 
45 
 
Con todo lo expuesto es posible demostrar que la FIV representa una potente 
herramienta para la producción de embriones de alto valor genético, con resultados 
alentadores respecto de la generación de blastocistos y las tasas de preñez. Esto representa 
que, bajo nuestras condiciones y seleccionando el macho, la FIV permite producir 
embriones de alta calidad embrionaria. Por lo tanto, las experiencias realizadas estarían 
validando no solo la técnica de OPU y FIV comercial, sino también el material de partida 
para la aplicación de los distintos experimentos desarrollados en esta Tesis. 
46 
 
47 
 
CAPÍTULO III. 
PRODUCCIÓN DE EMBRIONES IN VIVO E IN VITRO EMPLEANDO 
SEMEN SEXADO 
 
 
 
 Los datos de fecundación in vitro con semen sexado fueron presentados en el 1° 
Congreso Internacional de la Sociedad Argentina de Tecnologías Embrionarias 
(SATE), realizado en la ciudad de Corrientes, Argentina, del 11 y 12 de abril de 
2013, en formato de póster. Hiriart MI, Henzenn HI, Cavallero JM, Cavallero LM, 
Nigro M, Salamone DF. Producción de embriones bovinos sexados hembra 
mediante un protocolo corto (5h) de FIV. 
 
 Los datos de fecundación in vitro con semen sexado junto con el análisis de 
recuperación de embriones in vivo forman parte del trabajo “Sistema de producción, 
multiplicación y conservación de embriones bovinos generados por fertilización in 
vitro con semen sexado hembra”, premiado como Mención de honor: BARBERIS 
Y CAVALLERO S.A. Rubro: Tecnología aplicada a la producción de carne y 
leche. Manejo (Categoría: Empresas) por el Centro Internacional de Innovación en 
Tecnología Agropecuaria (CiTA), en Capital Federal en julio de 2013. 
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3.1. RESUMEN 
 
La FIV consiste en fecundar oocitos maduros fuera del tracto genital femenino. El 
sexado de semen se consigue mediante la separación y clasificación de los espermatozoides 
que contienen el cromosoma sexual X o el Y, según la diferencia de contenido de ADN 
total en el genoma haploide (aproximadamente 4% en bovinos), con más del 90% de 
pureza. Por otro lado, la inseminación artificial consiste en la técnica de elección para 
mejorar la genética y el desempeño reproductivo de los rodeos en nuestro país. En este 
capítulo se testeó la producción de embriones in vitro con semen sexado hembra y se la 
comparó con los resultados de producción de embriones in vivo por SOV e IA con el 
mismo tipo de semen; con el objetivo de contar con embriones de distinto sexo como 
herramienta de marcado celular. Las tasas de producción de embriones in vivo e in vitro no 
presentaron diferencias (30% frente a 27%, respectivamente). Sin embargo, los toros G e I 
produjeron tasas de 58 y 45% de PIV. En el mismo sentido, el uso de semen sexado para IA 
generó alta variabilidad, disminuyendo la repetitividad. Los resultados indicaron que, 
seleccionando el toro, la FIV con semen sexado aumenta los rendimientos por pajuela 
sexada y posibilita, por ejemplo, aumentar la producción de terneras en un rodeo lechero; 
imponiéndose tanto como una alternativa interesante y costo-efectiva para la producción de 
embriones con semen sexado a nivel comercial, como una estrategia de marcado celular en 
la generación de embriones quiméricos. 
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3.2. INTRODUCCIÓN 
 
La obtención de embriones del sexo deseado resulta de importancia en la 
producción animal. El sexado de semen (Johnson y col., 1987; Johnson, 2000) consiste en 
dos procesos acoplados, llamados citometría de flujo y clasificación de células (Figura 5). 
En el citómetro de flujo los espermatozoides son separados individualmente para luego ser 
clasificados con más del 90% de pureza, según la diferencia de contenido de ADN de las 
células que contienen los cromosomas sexuales Y o X. En bovinos, la diferencia de ADN 
del genoma haploide del espermatozoide conteniendo el cromosoma X (hembra) es de 
aproximadamente 4% más que aquel con el cromosoma Y (macho) (Figura 6). Sin 
embargo, durante el proceso de sexado y crioconservado, los espermatozoides están 
expuestos a daños potenciales que afectan su integridad, la estructura de la membrana 
plasmática y del citoesqueleto, la sobrevivencia y motilidad post-descongelado, entre otros 
(Maxwell y col., 1996; Schenk y col., 1999; Boe-Hansen y col., 2005; Mocé y col., 2006). 
Las primeras crías producidas por FIV con semen sexado nacieron en 1993 (Cran y col., 
1993). A partir de entonces, los avances en el área han permitido alcanzar niveles de 
desarrollo de embriones in vitro a partir de semen sexado comparables con los del semen 
convencional (Xu y col., 2006). 
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Figura 5. Proceso de sexado a través de citometría de flujo y clasificación de células. 
(1) La muestra de espermatozoides es cargada en la varilla de inserción. (2) Un cristal piezo 
eléctrico es agitado a aproximadamente 90.000 veces por segundo, lo que permite la 
formación de gotas a partir de la muestra, con el objetivo de tener un espermatozoide en 
cada gota. La comparación de los espermatozoides que llevan los cromosomas sexuales X o 
Y es realizada por un criterio preestablecido. (3) Una carga es aplicada a cada gota. (4) Las 
gotas cargadas son desviadas a medida que atraviesan por las placas cargadas y se 
clasifican en reservorios separados, según contengan el cromosoma X o el Y. (5) Las 
partículas que no cumplen los criterios siguen derecho y son recolectadas en un tubo de 
descarte. (Modificado de Sexing Technologies; 
http://www.sexingtechnologies.com/articles/technique). 
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Figura 6. Fotografía obtenida a través de microscopía electrónica de barrido 
mostrando las diferencias de tamaño entre los cromosomas sexuales X e Y. En bovinos, 
los espermatozoides que portan el cromosoma X contiene aproximadamente 4% más de 
ADN que aquellas células con el cromosoma Y. Esta característica permite clasificar y 
separar los espermatozoides que contienen cada uno de estos cromosomas a través de 
citometría de flujo y clasificación celular (Obtenida de Sexing Technologies; 
http://www.sexingtechnologies.com/articles/technique). 
 
 
Actualmente, el sistema más difundido para realizar TE en nuestro país es la 
producción de embriones in vivo por medio de SOV e IA. Para ello es necesario, en primer 
término, realizar la estimulación ovárica de la hembra donante de oocitos, que debe 
complementarse con un régimen óptimo de IA, utilizando semen de muy buena calidad 
(Seidel y col., 1999). Sin embargo, aunque se cumplan todos los requisitos, la respuesta 
superovulatoria resulta muy variable, manteniéndose en aproximadamente un 68% de 
hembras superovuladas que producen embriones transferibles (Donaldson, 1984), 
representando elevados costos para el proceso. En el mismo sentido, debido a todos los 
daños potenciales a los que se exponen los expermatozoides sexados resulta necesario 
desarrollar protocolos modificados del procedimiento de IA tradicional, como la 
inseminación uterina profunda, que requieren mayor entrenamiento (Seidel y col., 2000). 
Por otro lado, el semen congelado/descongelado comercialmente disponible exhibe menor 
tolerancia al estrés, reduciendo considerablemente las posibilidades de aplicar procesos de 
clasificación al semen ya criopreservado (Puglisi  y col., 2006). De esta manera, las 
ventajas de la FIV con semen sexado (especialmente respecto de los rendimientos por 
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pajuela y las diferencias en las tasas de fertilidad) son evidentes (Carvalho y col., 2010; 
Stewart y col., 2011); especialmente cuando se combina con procedimientos de 
recuperación de oocitos por OPU, donde también se realiza una selección de la genética 
materna.  
 
Como en la FIV con semen tradicional, también ha sido descrito un efecto macho 
para el caso del semen sexado (Xu y col., 2006; 2009), atribuyendo las diferencias en los 
resultados obtenidos a los diferentes grados de capacitación espermática alcanzados entre 
toros (Lu y Seidel, 2004). Dado que la heparina es el agente capacitante in vitro (Brackett y 
Oliphant, 1975; Brackett y col., 1982; Parrish y col., 1986; 1988), ha sido posible 
demostrar que la optimización individual de la concentración de heparina para cada toro 
problema podría incrementar las tasas de fertilidad y desarrollo de embriones in vitro (Lu y 
Seidel, 2004; Xu y col., 2009). 
 
 Por lo anteriormente expuesto, en el presente capítulo se evaluó la PIV por FIV con 
semen sexado hembra de diferentes toros y se compararon los resultados obtenidos con los 
de SOV e IA con semen sexado para la producción de embriones in vivo. La hipótesis de 
este trabajo residió en la posibilidad de emplear el semen sexado en FIV como una 
herramienta de marcado celular para la generación de quimeras, permitiendo identificar la 
contribución de cada sexo en el embrión agregado final, para su empleo en los siguientes 
experimentos planteados en esta Tesis. 
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3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
3.3.1. Experimento 1. Recuperación de embriones in vivo producidos por SOV e IA con 
semen sexado hembra 
Se analizaron los datos correspondientes a 20 tratamientos de SOV e IA con semen 
sexado hembra de 5 toros diferentes en distintas vacas donantes y establecimientos del país. 
Del toro H se usaron pajuelas sexadas con 10 millones de espermatozoides; mientras que de 
los toros L, M, N y O se emplearon pajuelas con 2 a 3 millones de espermatozoides 
sexados. Los datos analizados corresponden a procedimientos de campo realizados por la 
empresa Mario Nigro Transferencia de Embriones (La Plata, Buenos Aires, Argentina). Se 
evaluaron la producción in vivo de embriones transferibles (mórulas y blastocistos) y la 
variabilidad individual de cada toro.  
 
3.3.2. Experimento 2. FIV con semen sexado hembra 
Se analizaron muestras de semen sexado de seis toros sexados (E, F, G, H, I y J), 
junto con la contraparte de semen convencional para los toros E, F y G en repeticiones de 
fertilización y producción de embriones in vitro. Del toro H se usaron pajuelas comerciales 
con 10 millones de espermatoides totales; mientras que las demás muestras sexadas 
contenían entre 2 y 3 millones de espermatozoides sexados totales. Se evaluaron las tasas 
de clivaje, producción de blastocistos y variabilidad individual de cada toro empleado. 
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3.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.4.1. SOV de hembras donantes de embriones para IA 
Todas las hembras donantes correspondieron a la raza Holando. En el día 0 del 
tratamiento se colocó un implante vaginal con progesterona y se aplicaron 100 mL de 
progesterona y 2,5 mL de 17-β-estradiol i.m. A partir del día 4, se aplicó FSH durante 4 
días dividida en 8 aplicaciones en dosis decrecientes. Para cada vaca se utilizaron 20 mL 
con 400 mg de FSH. En los días 4 y 5 se aplicaron dosis de FSH de 4 y 3 mL i.m., 
respectivamente (una por la mañana y otra por la tarde). En el día 6, por la mañana se 
aplicó una dosis de 2 mL de FSH y por la tarde, se aplicó otra dosis de 2 mL de FSH y se 
procedió a retirar el implante de progesterona. En el día 7 se inyectaron dos dosis de 1 mL 
de FSH, una por la mañana y otra por la tarde. En vaquillonas la dosis de FSH utilizada fue 
menor (280 mg). Las dosis fueron divididad en dos dosis (una matinal y una vespertina) de 
3, 2, 1 y 1 mL cada una en los días 4, 5, 6 y 7, respectivamente. En el día 8 se realizó el 
control de celo de la donante para posteriormente realizar la IA. 
 
3.4.2. IA con semen sexado hembra 
A las 18 y 30 h después del comienzo del celo se realizaron las inseminaciones de 
cada donante (n=20). Se emplearon 7 vacas donantes para el toro H (pajuelas con 10 
millones de espermatozoides), 4 hembras para el toro G y 3 hembras para cada toro M, N y 
O. Se inseminó con dos pajuelas de 3 millones de espermatozoides sexados o con una única 
pajuela de 10 millones, en forma intrauterina profunda, en cada horario de inseminación. 
En total se emplearon 4 pajuelas de 3 millones de espermatozoides sexados (12 millones de 
espermatozoides totales; toros L, M, N y O) o 2 pajuelas de 10 millones por vaca donante 
(20 millones de espermatozoides totales; toro H).  
 
3.4.3. Colecta de embriones 
En el día 15 del tratamiento se realizó la colección de embriones. En primer término 
se administró anestesia epidural con 2% de lidocaína. Unos minutos después, se vació el 
contenido del recto de la vaca donante, se palparon los ovarios para estimar la respuesta 
superovulatoria al tratamiento y se estimó el número de cuerpos lúteos presentes. 
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Posteriormente se enhebró uno de los cuernos uterinos con la sonda de lavaje y se fijó el 
balón de la sonda en el tercio medio del cuerno. Se conectó una tubuladura en forma de Y a 
un envase con el medio de lavaje (Nutricell, Brasil) a 1 metro de altura de la vaca y el filtro 
de colección en la parte inferior, protegido de la luz y del frío. Para el lavaje propiamente 
dicho, se permitió la entrada de líquido a través de la llave superior de la tubuladura, se 
llenó la porción del cuerno a lavar y finalmente se abrió la llave para la salida del líquido. 
Se empleó aproximadamente medio litro de medio por cada cuerno uterino. Finalmente se 
retiró la sonda, se enjuagó y se procedió a realizar el lavaje del otro cuerno. Una vez 
terminado el procedimiento se inyectaron 2 mL (500 µg) de prostaglandina i.m. 
(Cloprostenol, Cooper, Canadá). Se realizaron 7 colectas para el toro H, 4 para el toro L y 3 
para cada toro M, N y O. 
 
3.4.4. Análisis de la producción de embriones in vivo con semen sexado hembra 
Se analizaron los embriones recuperados y se compararon los porcentajes de 
recuperación de embriones transferibles (mórulas y blastocistos) con respecto al número de 
oocitos y embriones totales obtenidos, de acuerdo a los tratamientos de SOV, IA y lavados 
de 23 vacas inseminadas a campo con pajuelas sexadas de 5 toros comerciales (H, L, M, N 
y O). Las pajuelas sexadas comerciales de los toros L, M, N y O contenían la cantidad 
estándar de espermatozoides (3 millones de espermatozoides sexados por pajuela). Las 
pajuelas del toro H contaban con 10 millones de espermatozoides cada una.  
 
3.4.5. Colección y maduración de oocitos de matadero 
Se realizó el procedimiento descrito en la sección 2.4.2. 
 
3.4.6. Fecundación in vitro  
La FIV fue realizada según se describe en la sección 2.4.6. La coincubación de las 
gametas se realizó en gotas de 50 µL. Se realizaron 3 repeticiones empleando el semen de 
los toros E, F, G y H y 2 repeticiones con los toros I y J.  
 
3.4.7. Cultivo in vitro 
El cultivo in vitro fue descrito en la sección 2.4.7.  
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3.4.8. Análisis estadístico 
El desarrollo embrionario se analizó con el procedimiento descrito en la sección 
2.4.10. 
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3.5. RESULTADOS 
 
3.5.1. Recuperación de embriones in vivo producidos por SOV e IA con semen sexado 
hembra 
En la Tabla 3 se consideraron repeticiones de SOV e IA con pajuelas sexadas con 3 
millones de espermatozoides (toros L, M, N y O) y pajuelas del toro comercial H 
conteniendo 10 millones de espermatozoides sexados. Las dosis inseminantes fueron de 12 
y 20 millones de espermatozoides sexados, respectivamente. Los resultados obtenidos 
muestran altas tasas de producción de embriones transferibles (mórulas y blastocistos) para 
los toros H, M y N (45/134, 34%; 15/34, 44%; y 8/22, 36%; respectivamente). Los 
resultados no variaron significativamente (P>0,05) entre los tratamientos, empleando 
distintas dosis inseminantes. 
 
Tabla 3. Producción de embriones in vivo por SOV e IA con semen sexado hembra. Se 
muestran los resultados obtenidos usando semen sexado de 5 toros comerciales (H, L, M, N 
y O).  
 
Toro 
 
 
Nro. de colectas 
Estructuras totales  
recuperadas  
(oocitos y embriones) 
 
Embriones transferibles  
(mórulas y blastocistos)  
producidos (%) 
 
H* 
 
7 134 
 
45 (34) 
 
L 
 
4 69 
 
15 (22) 
 
M 
 
3 34 
 
15 (44) 
 
N 
 
3 22 
 
8 (36) 
 
O 
 
3 22 
 
2 (9) 
 
TOTAL 
 
20 281 
 
85 (30) 
 
*Dosis inseminante de 20 millones de espermatozoides totales (frente a 12 millones para el resto  de los toros evaluados). 
No hubo diferencias significativas (P<0,05) entre las dosis empleadas. 
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En la Figura 7, se analizó específicamente la variabilidad por toro. Esto es, las 
diferencias que hay en cada inseminación con el mismo semen sexado. Se obtuvieron 
rangos muy amplios de obtención de embriones transferibles para cada repetición 
individual. La media para cada toro no resultó representativa para cada ensayo realizado, 
dado el amplio intervalo ente los valores máximo y mínimo.  
 
 
Figura 7. Variabilidad por toro en SOV e IA con semen sexado hembra. Variabilidad 
entre las repeticiones totales de cada toro (H, L, M, N y O) comparado. Se analizó el 
porcentaje de embriones transferibles obtenidos (mórulas o blastocistos), respecto de las 
estructuras (oocitos y embriones) totales recuperadas en lavados de distintas vacas 
superovuladas e inseminadas artificialmente con semen sexado hembra. Las pajuelas 
comerciales del toro H contenían 10 millones de espermatozoides sexados; mientras que las 
de los toros L, M, N y O fueron pajuelas de 2 a 3 millones de espermatozoides totales. 
 
3.5.2. FIV con semen sexado hembra 
En la Tabla 4 se muestran los resultados de embriones obtenidos in vitro, 
comparando partidas de semen convencional y sexado, nacional e importado (toros E, F y 
G, 3 repeticiones para cada uno). De algunas partidas (toros H, I y J) solo se contó con 
semen sexado y se realizaron 3 repeticiones para el toro H y 2 repeticiones para cada toro I 
y J. Es posible apreciar que no hubo diferencias significativas entre el semen de los toros E 
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(nacional) y F (importado), cuando se comparó el empleo del semen sexado hembra 
respecto de su contraparte convencional no sexada (35/216, 16% y 10/98, 10%, para el toro 
E convencional y sexado, respectivamente; 38/248, 15% y 19/148, 13%, para semen 
convencional y sexado del toro F, respectivamente). Sin embargo, las tasas de embriones 
del toro G fueron significativamente mayores a las de los toros E y F (71/142, 50% y 
34/145, 23%, para el toro G convencional y sexado, respectivamente). El toro G también 
presentó diferencias significativas (P<0,05) de acuerdo a las partidas sexadas o no sexadas, 
pero de todas maneras los porcentajes de blastocistos obtenidos siempre fueron 
significativamente mayores (P<0,05) que los toros E y F. En la Figura 9 se muestran 
blastocistos de diferentes calidades obtenidos por FIV con semen sexado del toro G. La 
variabilidad de los resultados es alta, siendo las partidas de semen sexado importado, 
correspondientes a los toros G e I, las que permitieron obtener tasas significativamente más 
altas (P<0,05) de producción de embriones in vitro (34/145, 23% y 22/61, 36%, 
respectivamente). Sin embargo, la variabilidad en el análisis de los porcentajes de 
embriones obtenidos empleando toros individuales fue muy baja (Figura 8). 
 
60 
 
Tabla 4. Producción de embriones in vitro por FIV con semen sexado hembra. Se 
muestran los resultados obtenidos usando semen sexado de 6 toros comerciales. Las 
pajuelas del toro H contenían 10 millones de espermatozoides; mientras que las de los toros 
E, F, G, I y J fueron pajuelas de 2 a 3 millones de espermatozoides totales. De los toros H, I 
y J solo se comparó la producción de embriones in vitro con semen sexado hembra. 
 
 
Origen Toro Tipo de semen n 
Clivaje  
(%) 
Nro. blastocistos  
(%) 
 
Blastocistos/clivados 
(%) 
 
N
a
ci
o
n
a
l 
 
E 
Convencional 216 150 (69)abh 35 (16)abh 
 
35/150 (23)ab 
 
Sexado 98 54 (55)abi 10 (10)abi 
 
10/54 (18)ab 
 
H* Sexado 215 27 (13)ac 2 (1)ac 
 
2/27 (7)ac 
 
Im
p
o
rt
a
d
o
 
 
F 
Convencional 248 144 (58)bdh 38 (15)bdh 
 
38/144 (26)bd 
 
Sexado 148 117 (79)bdi 19 (13)bdi 
 
19/117 (16)bd 
 
G 
Convencional 142 111 (78)beh 71 (50)beh 
 
71/111 (64)be 
 
Sexado 145 59 (41)bei 34 (23)bei 
 
34/59 (58)be 
 
I Sexado 61 49 (80)bf 22 (36)bf 
 
22/49 (45)bf 
 
J Sexado 91 44 (48)bg 6 (7)bg 
 
6/44 (14)bg 
 
*Pajuelas sexadas con 10 millones de espermatozoides (frente a 2 a 3 millones para el resto de los toros evaluados) 
n: número de oocitos sujetos a MIV. (a,b,c,d,e,f,g,h): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). 
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Figura 8. Variabilidad por toro en FIV con semen sexado hembra. Variabilidad entre 
las repeticiones totales de cada toro (E, H, F, G, I y J) comparado. Se analizó el porcentaje 
de blastocistos producidos respecto del número de oocitos totales sujetos a FIV con semen 
sexado. Las pajuelas comerciales del toro H contenían 10 millones de espermatozoides 
sexados; mientras que las de los toros E, F, G, I y J fueron pajuelas de 2 a 3 millones de 
espermatozoides totales. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Diferentes calidades de blastocistos obtenidos por FIV con semen sexado 
hembra del toro G. Las mayores tasas de clivaje y producción de blastocistos por FIV 
fueron obtenidas empleando el semen sexado del toro comercial importado G. 
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3.6. DISCUSIÓN 
 
La FIV con semen sexado es una técnica que permite obtener tasas de producción 
de embriones in vitro semejantes a las obtenidas empleando semen convencional. Por lo 
tanto, además de fines comerciales, la FIV con semen sexado puede tener una aplicación 
directa en la generación de embriones quiméricos. De esta forma, la agregación de 
embriones de diferente sexo sería una herramienta de marcado que permita reconocer el 
origen y la contribución de cada célula o embrión en el agregado final.  
 
El uso de semen sexado en el protocolo de SOV e IA implementado permitió la 
producción de embriones in vivo con tasas aceptables de desarrollo embrionario cuando se 
emplearon los toros H, M y N, sin existir diferencias significativas entre las dosis 
inseminantes empleadas dependientes de la concentración de espermatozoides por pajuela 
(Tabla 3). Sin embargo, la producción de embriones in vivo con el mismo semen sexado 
demostró ser altamente variable (Figura 7), imposibilitado la repetitividad de los resultados. 
Por este motivo, el empleo de semen sexado a campo aún no tiene gran aceptación en 
nuestro país. Factores externos podrían estar influyendo en estos resultados in vivo, como 
por ejemplo el manejo particular que realiza cada establecimiento en el que se realizaron 
los ensayos. Sin embargo, aún no se han establecido estándares de manejo a nivel nacional 
que garanticen buenos resultados y, por lo tanto, el uso de semen sexado a campo aumenta 
los costos tanto en el uso de pajuelas sexadas como en los protocolos de estimulación de 
vacas donantes de oocitos para la SOV. En el mismo sentido, el estado del útero, tanto de la 
hembra donante como de la receptora, debería ser analizado para descartar aquellos 
animales con cierto grado de endometritis y, por lo tanto, mejorar la eficiencia de la técnica 
(Madoz y col., 2014).  
 
Respecto del uso de semen sexado, tanto nacional como importado, fue posible 
determinar que, seleccionando el toro, no existen diferencias significativas en las tasas de 
blastocistos sobre clivados, respecto del semen convencional sin sexar. Estos resultados 
coinciden con otros reportes publicados anteriormente (Xu y col., 2006; Rasmussen y col., 
2013). La causa de que las diferencias se presenten a nivel de clivaje y producción de 
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blastocistos reside en la concentración de espermatozoides viables empleados respecto de la 
cantidad de oocitos colocados en la gota de FIV. En nuestras condiciones, para lograr una 
concentración de espermatozoides sexados semejante a la de semen convencional deberían 
emplearse una cantidad mayor de pajuelas sexadas, lo que representaría altos costos. En el 
mismo sentido, dado que en trabajos in vitro con oocitos provenientes de ovarios de 
matadero es posible disponer de un mayor número de estructuras comparado con aquellos 
obtenidos por aspiración folicular, este efecto no sería representativo a nivel comercial. 
 
La comparación conjunta de todos los toros nacionales frente a los importados, 
demostró una diferencia significativa en torno del origen del semen. Los toros importados 
produjeron tasas mayores de embriones (P<0,05) respecto de los nacionales. Los toros G e I 
(sexados importados) presentaron tasas de producción de  embriones in vitro con semen 
sexado hembra mayores que los demás machos evaluados. El toro G resultó en tasas 
superiores de blastocistos respecto de los toros E (nacional) y F (importado), tanto cuando 
se lo empleó sexado como convencional sin sexar (Tabla 4). Por lo tanto, fue posible 
confirmar que existe gran variabilidad en las tasas de clivaje y de blastocistos entre 
distintos machos, dependiendo de su origen. Estudios anteriores han permitido establecer 
que el hecho de que un toro tenga bajos porcentajes de producción de embriones in vitro 
significa, en la mayoría de los casos, una falla en la capacitación de los espermatozoides 
(proceso que se lleva a cabo en el ambiente uterino tras IA o un servicio natural; 
Rodríguez-Martínez, 2007a) (Lu y Seidel, 2004; Xu y col., 2009). Por lo tanto, la 
generación de un perfil individual de cada toro a través de pruebas con concentraciones 
crecientes de heparina (agente capacitante en FIV) permitiría mejorar los bajos porcentajes. 
Nuevamente, tanto para IA como para FIV fue posible apreciar un efecto macho que 
perjudica los resultados obtenidos, tal como se discutió en el Capítulo II. 
 
Si bien los porcentajes globales de producción de embriones empleando semen 
sexado por SOV e IA frente a FIV no variaron (30% frente a 27%, respectivamente); el uso 
del semen sexado en protocolos de IA presenta alta variabilidad (Figura 7), mientras que la 
producción de embriones in vitro lograría estabilizar los resultados, estandarizando el 
empleo (Figura 8).  
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Lamentablemente, no es posible acceder a datos oficiales de las condiciones de 
sexado ni de las características del semen que sufrió ese proceso. Por lo tanto, a las 
variables discutidas en el Capítulo II respecto de las partidas de semen (Orgal y col., 2012) 
y los procedimientos de criopreservación (Meyers, 2005; Bläse y col., 2012; Taşdemir y 
col., 2013), debe adicionarse la variable de sexado. Contar con los parámetros de sexado 
podría permitir establecer alguna diferencia particular que dependería únicamente del 
proceso de separación y clasificación de los espermatozoides (Mocé y col., 2006; Barceló-
Fimbres y col., 2011). Al tratarse de partidas comerciales se supone que los 
espermatozoides pasaron por estándares preestablecidos, pero que pueden ser diferentes 
entre las empresas que lo comercializan. Los diferentes grados de daños en el semen debido 
al proceso de sexado también perjudican la estandarización de una concentración 
espermática para el desarrollo de FIV. En nuestras condiciones, no se seleccionaron 
espermatozoides vivos y muertos, sino que se ajusta a una concentración final (Brackett y 
col., 1982). Por lo tanto, las menores tasas de clivaje observadas en los toros sexados (que 
no afectaron la producción de blastocistos) podrían ser atribuidas a una mayor proporción 
de espermatozoides no viables en las pajuelas empleadas. Al mismo tiempo, otra limitación 
respecto del uso del semen sexado es la disponibilidad. Las partidas comerciales 
importadas de semen sexado que ingresan a nuestro país no cuentan con una continuidad en 
el tiempo que permita disponer libremente a su empleo. Este hecho dificulta la realización 
de diseños experimentales establecidos y encarece los procesos.  
 
Por todo lo expuesto, la FIV estaría brindando alternativas para la resolución del 
problema de la baja producción de embriones a partir de semen sexado, mientras que en IA 
las opciones son más acotadas; estableciéndose simultáneamente como una alternativa para 
el marcado celular. 
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CAPÍTULO IV. 
VITRIFICACIÓN DE EMBRIONES BOVINOS LIBRES DE ZONA 
PELÚCIDA 
 
 
 
 Los resultados de vitrificación de este trabajo fueron presentados durante el X 
Simposio Internacional de Reproducción Animal del Instituto de Reproducción 
Animal de Córdoba (IRAC), llevado a cabo del 4 al 6 de julio de 2013 en la ciudad 
de Córdoba, Argentina, en formato de póster. Hiriart MI, Buemo CP, Suvá M, 
Canel NG, Salamone DF. Exitosa criopreservación de embriones bovinos con y sin 
zona pelúcida producidos por FIV sexada y convencional. 
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4.1. RESUMEN 
 
La vitrificación es una técnica de criopreservación que consiste en evitar la 
formación de cristales de agua intracelulares, generando un estado sólido amorfo, sin 
estructura cristalina u organizada, en el interior celular. Actualmente, las tasas de desarrollo 
de embriones LZP son similares a las de embriones convencionales con ZP. Sin embargo, 
pocos trabajos han definido las mejores condiciones de criopreservación de estos 
embriones. Por lo tanto, en el presente capítulo, se evaluaron las tasas de reexpansión in 
vitro de blastocistos LZP producidos por FIV (FIV-LZP) que fueron vitrificados, 
calentados y recultivados. El control consistió en blastocistos de FIV con ZP (FIV-ZP). Los 
porcentajes de viabilidad a las 48 h no variaron significativamente para ambos grupos 
(20/32, 62% para el grupo FIV-ZP y 10/19, 53% para los embriones FIV-LZP). Esto 
demuestra que es posible vitrificar satisfactoriamente blastocistos expandidos LZP 
mediante el empleo de una adaptación del método del CryoTip®.  
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4.2. INTRODUCCIÓN 
 
La vitrificación es el método de elección para criopreservar embriones de PIV, 
dados los bajos resultados obtenidos tras los tratamientos de congelamiento convencional 
implementados para este tipo de embriones (Dinneyés y Nedambale, 2009; Nicacio y col., 
2011). La vitrificación consiste en evitar la formación de cristales en el interior de las 
células (Yu y col., 2010), generando intracelularmente un estado sólido amorfo, sin 
estructura cristalina u organizada, semejante al vidrio. Esto se logra mediante la 
combinación de tres factores: tasas de enfriamiento ultrarrápidas, alta viscosidad y mínimo 
volumen del medio de vitrificación (Saragusty y Arav, 2011). 
 
Existen diversas diferencias metabólicas y morfológicas entre los embriones 
producidos in vitro (PIV) e in vivo (TE). Los embriones de PIV cuentan con citoplasmas 
más oscuros, menor compactación de blastómeras, anormalidades metabólicas, diferente 
patrón de expresión génica, mayor contenido lipídico, entre otras características 
diferenciales (Fair y col., 2001; Abe y col., 2002; Rizos y col., 2002; Concoran y col., 
2006), que se suponen las causas de su menor criotolerancia. El gran auge de la PIV está 
poniendo de manifiesto la necesidad de estandarizar protocolos eficientes de conservación 
de este tipo de embriones, tanto para independizarse de la disponibilidad de receptoras, 
como para la comercialización de dichos embriones.  
 
Las alternativas para valorar la calidad y viabilidad de los embriones 
criopreservados incluyen: porcentaje de re-expansión en cultivo, porcentaje de extrusión de 
la ZP, porcentaje de preñez, porcentaje de terneros nacidos, viabilidad del MCI, marcadores 
metabólicos (uso de glucosa, producción de lactato), producción de IFN-Tau, evaluación de 
blastómeras apoptóticas, entre otros. De cualquier forma, aún está en debate si estas 
características del cultivo in vitro tienen una relación directa con la TE. Asimismo, el 
estadio embrionario en el momento de la vitrificación tiene fundamental importancia sobre 
la posterior sobrevida (Trounson y col., 1976). 
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Las publicaciones respecto de embriones vitrificados no presentan grandes 
diferencias respecto de los resultados obtenidos por diferentes técnicas. La metodología de 
criopreservación generalmente es mantenida, mientras que los trabajos de distintos autores 
varían en el sistema empleado, la cantidad y el tipo de crioprotector, el tiempo y la 
temperatura del protocolo y la adición o no de aditivos, como azúcares o surfactantes (Vajta 
y col., 1999). Actualmente, los trabajos han comenzado a centralizarse en un abordaje 
embrionario, con el objetivo de generar embriones más resistentes a la criopreservación 
(Seidel, 2006; Sudano y col., 2012). La vitrificación no ha sido ampliamente empleada en 
protocolos de SOV, IA y TE debido a que resulta un proceso delicado y en varias etapas 
que resulta inviable para las condiciones de campo (van Wagtendonk-de Leeuw y col., 
1997; Vajta, 2000). En este sentido, varios intentos de generar un sistema de calentamiento 
en un solo paso han sido establecidos (Vajta y col., 1999; Inaba y col., 2011; Rodriguez-
Villamil y col., 2013). Sin embargo, hay pocos resultados de TE de dichos embriones 
criopreservados que sustenten de manera fehaciente las pruebas realizadas en el laboratorio. 
 
La criopreservación de embriones generados por clonación embrionaria se impone 
como un nuevo desafío. Asimismo, el desarrollo de las técnicas ha permitido la producción 
de embriones LZP, por ejemplo a través de clonación manual o HMC (del inglés Hand 
Made Cloning) (Vajta y col., 2000; Tagawa y col., 2008; Gambini y col., 2012; Hiriart y 
col., 2013). Sin embargo, pocos trabajos han definido las mejores condiciones de 
criopreservación de estos embriones (Tecirlioglu y col., 2003). Uno de los objetivos de los 
procesos de congelamiento tradicional y vitrificación convencionales es evitar fracturas de 
la ZP. Sin embargo, no ha sido establecido el fundamento de la integridad de la ZP (Rall y 
Meyer, 1989; Kasai y col., 1996), que no se correspondería en el caso de los embriones 
LZP. 
 
Dado que las siguientes experiencias planteadas en esta Tesis incluyen la generación 
de embriones LZP y que la información bibliográfica en este sentido es muy limitada, es 
que se planteó la hipótesis respecto de la posibilidad de preservar la sobrevida de este tipo 
de embriones después de un procedimiento de vitrificación.  
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4.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
4.3.1. Experimento 1. Vitrificación de embriones LZP 
 
 Blastocistos LZP producidos por FIV fueron vitrificados, calentados y recultivados. 
Se evaluó la reexpansión in vitro de estos embriones a las 3 y 48 h post-calentamiento. El 
control consistió en blastocistos de FIV con ZP. 
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4.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.4.1. Colección y maduración de oocitos de matadero 
Las condiciones de MIV fueron descritas en la sección 2.4.2. 
 
4.4.2. Fecundación in vitro 
Las condiciones de FIV fueron descritas en la sección 2.4.6. 
 
4.4.3. Remoción de las células del cúmulus y la ZP 
 Tras la FIV, los presuntos cigotos fueron sometidos a agitación mecánica durante 3 
min en medio TALP-H para eliminar las células del cúmulus; luego se lavaron tres veces en 
medio TALP-H y se sometieron a tratamiento con solución de pronasa (P8811) durante 
pocos minutos para remover la ZP. Finalmente, los embriones se enjuagaron en medio 
TALP-H suplementado con 10% de SFB para inhibir el efecto de la enzima. 
 
4.4.4. Cultivo in vitro 
El cultivo de los embriones con ZP fue descrito en la sección 2.4.7. Los embriones 
LZP fueron cultivados en medio SOF suplementado con 2,5% v/v de SFB en un sistema 
similar al WOW (Vajta y col., 2000), donde los micropozos se produjeron usando un 
capilar de vidrio de punta redondeada, calentada ligeramente y colocada en la parte inferior 
de una placa de Petri. Los grupos de micropozos se cubrieron con una gota 100 µL de 
medio SOF (20 a 30 micropozos en cada gota). El 50% del medio de cultivo fue renovado 
en el día 2 y se suplementó con 10% de SFB en el día 5. No se evaluaron tasas de clivaje en 
el día 2 ni de producción de blastocistos en el día 7. 
 
4.4.5. Vitrificación de embriones con ZP y LZP 
Se siguió el protocolo de vitrificación descrito por Gibbons y col. (2011). 
Brevemente, el proceso de vitrificación consistió en transferir los blastocistos obtenidos en 
grupos de 2 o 3 embriones a tres soluciones distintas a temperatura ambiente: (1) 10% de 
glicerol en HS (medio TALP-H suplementado con 20% de SFB) durante 5 min; (2) 20% de 
EG en Solución 1 durante 5 min y (3) 25% de G y 25% de EG en HS durante 30 seg. 
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Luego, 1, 2 o 3 embriones fueron cargados en  0,5 a 1 µL de Solución 3 (solución 
vitrificante), en el interior de un tip plástico e inmediatamente depositados en un criotubo 
con nitrógeno líquido, identificados y conservados en un tanque con nitrógeno líquido hasta 
su calentamiento y recultivo.  
 
4.4.6. Calentamiento de embriones con ZP y LZP 
El proceso de calentamiento consistió en sujetar el tip de 10 µL durante 6 a 10 seg 
con los dedos. Luego, los embriones fueron transferidos a cuatro soluciones diferentes a 
temperatura ambiente durante 5 min en cada una para permitir la remoción de los 
crioprotectores intracelulares: (1) 12,5% de G, 12,5% de EG y 1 M de sucrosa en HS; (2) 
1M de sucrosa en HS; (3) 0,5 M de sucrosa en HS; y (4) solo HS. Los embriones fueron 
colocados en gotas de medio SOF para la evaluación de su reexpansión in vitro. 
 
4.4.7. Cultivo embrionario y evaluación de la reexpansión post-calentamiento  
 La evaluación de la reexpansión de los embriones vitrificados y calentados fue 
realizada en gotas de 100 µL de medio SOF. Se evaluaron tasas de reexpansión a las 3 y 48 
h para los grupos con ZP y LZP. 
  
4.4.8. Análisis estadístico 
Se realizó el procedimiento descrito en la sección 2.4.10. 
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4.5. RESULTADOS 
 
4.5.1. Vitrificación de embriones LZP 
En la Tabla 5 se exponen los resultados de viabilidad de embriones vitrificados con 
ZP y LZP. No se observan diferencias significativas entre las tasas de reexpansión a las 3 y 
48 h entre los embriones vitrificados con ZP y LZP. Algunos embriones LZP perdieron 
células durante su reexpansión (Figura 10), cuyo número no fue determinado. Dicho efecto 
no fue observado en los embriones con ZP (Figura 11).  
 
 
Tabla 5. Reexpansión de blastocistos bovinos generados por FIV vitrificados con ZP y 
LZP. Se evaluaron las tasas de reexpansión a las 3 y 48 h de blastocistos día 7 generados 
por FIV y cultivados con ZP y LZP (grupos FIV-ZP y FIV-LZP, respectivamente), 
vitrificados y calentados. 
 
Técnica 
Nro. de blastocistos 
vitrificados 
Nro. embriones  
reexpandidos a las 3h 
(%*) 
Nro. embriones  
reexpandidos a las 48h 
(%*) 
 
FIV-ZP 
 
32 13 (41) 20 (62) 
 
FIV-LZP 
 
19 8 (42) 10 (53) 
*Porcentajes determinados respecto del número inicial de embriones vitrificados y calentados (n). 
No hubo diferencias significativas (P<0,05) entre las técnicas empleadas. 
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Figura 10. Blastocistos obtenidos de embriones LZP vitrificados. Blastocistos 
reexpandidos producidos por FIV y cultivados LZP, vitrificados y calentados. Fotografía 
tomada a las 48 h post-calentamiento.   
 
 
 
 
Figura 11. Blastocistos obtenidos de embriones con ZP vitrificados. Blastocistos 
expandidos y eclosionados producidos por FIV y cultivados con ZP, vitrificados y 
calentados. Fotografía tomada a las 48 h post-calentamiento.   
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4.6. DISCUSIÓN  
 
Criopreservar exitosamente embriones representa un desafío para la conservación de 
los mismos, tanto en lo referente al manejo de hembras receptoras, a la comercialización e 
incluso a condiciones subóptimas de trabajo. En nuestro laboratorio, se producen 
diariamente embriones LZP, ya sea por clonación o por FIV (Gambini y col., 2012; Hiriart 
y col., 2013). Existen pocos reportes de criopreservación de este tipo de embriones, por lo 
que resulta innovador el análisis de su sobrevida.  
 
En nuestros resultados preliminares de vitrificación es posible observar altas tasas 
de viabilidad a las 48 h de embriones vitrificados producidos por FIV y cultivados LZP, 
que no variaron significativamente con aquellos embriones control con ZP. Por lo tanto, la 
vitrificación mediante una adaptación del método del CryoTip® (Kuwayama y col., 2005), 
reportado inicialmente en ovinos y caprinos (Gibbons y col., 2011), ha demostrado ser 
eficiente también para su aplicación en embriones de PIV bovinos, con ZP y LZP. El 
estadio del desarrollo en el cual el embrión es criopreservado también influye en los 
resultados obtenidos. En este caso, tal como fue sugerido previamente (Han y col., 1994; 
Hasler y col., 1995), fueron vitrificados blastocistos expandidos.  
 
Durante el período de reexpansión post-calentamiento, los embriones LZP perdieron 
algunas de sus células (Figura 10). No fue posible determinar el efecto de este fenómeno en 
nuestras condiciones, por lo que son necesarios más estudios, como la determinación del 
número de células pre y post-vitrificación, análisis transcripcionales de factores 
relacionados al estrés y la apoptosis y TE a hembras receptoras. Recientemente ha sido 
reportada la criopreservación exitosa de clones de búfalo LZP generados por HMC, 
utilizando el método OPS (Sirisha y col., 2013). Sin embargo, aún no han sido publicados 
datos de transferencia de estos embriones en hembras receptoras. Si bien existen varias 
opciones para analizar la viabilidad embrionaria post-criopreservación, como tasas de 
reexpansión in vitro o incidencia de apoptosis, entre otros; el resultado concluyente reside 
en el nacimiento de las crías. En este sentido, Tecirlioglu y col. (2003) lograron, con baja 
eficiencia, el nacimiento de una cría bovina producida por HMC y vitrificada (Tecirlioglu y 
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col., 2003). Estos trabajos, junto con nuestros resultados, representan puntos de partida 
interesantes para profundizar en el estudio de la criopreservación de embriones LZP, como 
también en la incidencia de la ZP en protocolos de vitrificación y calentamiento. 
 
Conjuntamente, el debate actual respecto de la criopreservación de embriones de 
PIV se centra en el desarrollo de medios de cultivo que permitan la generación de 
embriones in vitro con características más similares a los producidos in vivo y, por lo tanto, 
con mayor resistencia a la criopreservación (Seidel, 2006; Sudano y col., 2012). Por todo lo 
expuesto, las perspectivas futuras en torno de la criopreservación de embriones resultan 
alentadoras. 
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CAPÍTULO V. 
TRANSFERENCIA DE OOPLASTOS A PRESUNTOS CIGOTOS 
BOVINOS DE FIV-LZP 
 
 
 
 Los resultados parciales de este trabajo fueron presentados en la XXVII Reunión 
Anual de la Sociedad Brasilera de Tecnologías de Embriones (SBTE), realizada en 
Praia do Forte (Bahía, Brasil), del 29 de agosto al 1 de setiembre de 2013, en 
formato de póster. Hiriart MI, Canel NG, Gambini A, Bevacqua RJ, Camargo A 
LS, Salamone DF (2013). Ooplasmic tranfer on the development of zona-free IVF 
bovine embryos. Acta Scientiae Veterinariae (suplemento). Resumen. 
 
 Los datos de desarrollo de blastómeras individuales de embriones de fecundación in 
vitro libres de zona pelúcida forman parte del trabajo “Sistema de producción, 
multiplicación y conservación de embriones bovinos generados por fertilización in 
vitro con semen sexado hembra”, premiado como Mención de honor: BARBERIS 
Y CAVALLERO S.A. Rubro: Tecnología aplicada a la producción de carne y 
leche. Manejo (Categoría: Empresas) por el Centro Internacional de Innovación en 
Tecnología Agropecuaria (CiTA), en Capital Federal en julio de 2013. 
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5.1. RESUMEN 
 
El término ooplasto se refiere al oocito enucleado, que consiste en un citoplasma 
(ooplasma) rodeado de una membrana plasmática (oolema), carente de núcleo. Son muy 
pocos los reportes respecto de la transferencia de ooplastos (TO). Con el objetivo de 
multiplicar embriones, la hipótesis de este trabajo radicó en la producción de embriones de 
mayor tamaño por TO de uno (grupo 1+) y dos (grupo 2+) ooplastos a presuntos cigotos de 
FIV, generando también blastómeras que puedan ser más competentes y que sustenten su 
desarrollo individual en estadios embrionarios tempranos. Contrariamente a lo esperado, la 
TO produjo aceleración de la cinética de desarrollo, produciendo embriones con mayor 
número de células en el día 2. Sin embargo, la producción de embriones disminuyó en 
forma significativa (P<0,05) respecto de los grupos control FIV-LZP y FIV-LZPF 
(sometido al mismo pulso de fusión que los grupos experimentales). Las posibles causas de 
esta disminución radicarían en una disminución de la relación superficie/volumen que 
afectaría el intercambio de nutrientes o bien en la combinación aleatoria de ooplastos y 
presuntos cigotos incompatibles. Sin embargo, fue posible multiplicar exitosamente 
embriones de FIV cultivados LZP en estadío de 2 y 4 células.  
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5.2. INTRODUCCIÓN 
 
Se denomina ooplasto a la combinación del citoplasma del oocito enucleado 
(ooplasma) y la membrana plasmática que lo rodea (oolema). La transferencia de 
ooplasmas ha sido empleada principalmente en humanos para mejorar el desarrollo de 
oocitos comprometidos (Cohen y col., 1998; Barrit y col., 2001a); mientras que en animales 
domésticos se ha centrado en el estudio de herencia mitocondrial de embriones de 
transferencia nuclear de célula somática (TNCS) por clonación manual o HMC (del inglés, 
Hand Made Cloning) (De Souza y col., 2009; Mezzalira y col., 2011). Existen tres formas 
básicas de realizar transferencias de ooplasmas: inyección, fusión y agregación. La 
inyección de cantidades de ooplasmas en oocitos en MII (Cohen y col., 1998) ha permitido 
obtener tasas de fertilización significativamente menores que la fusión; mientras que la 
agregación ha sido aplicada en clones producidos HMC. Son muy pocos los reportes 
respecto de la transferencia de ooplastos (TO). Sin embargo, en humanos, se han logrado 
nacimientos tras TO en presuntos cigotos (Cohen y col., 1997; Huang y col., 1999).  
 
El oocito es el encargado de sustentar las primeras etapas del desarrollo 
embrionario, antes de que comience la AGE y, con ello, la independencia del embrión 
(Battaglia y col., 1996; Sirard y col., 2006). En ese punto, las mitocondrias cumplen un 
papel fundamental, ya que constituyen la mayoría de las organelas celulares 
(aproximadamente 23% en el embrión humano preimplantatorio) (Murakoshi y col., 2013). 
El ADN mitocondrial (ADNmt) es un genoma circular de 16,6 kilobases localizado en las 
mitocondrias de las células eucariotas (Anderson y col., 1981), que codifica para 
componentes de la cadena de transporte de electrones necesarios para la generación de 
energía en forma de ATP, a través de la fosforilación oxidativa (Attardi y col., 2006). 
Después de la fecundación, el ADNmt del cigoto es materno en su totalidad (Birky, 1995), 
ya que el ADNmt espermático es eliminado por un proceso de ubiquitinación (Sutovsky y 
col., 1999). Por lo tanto el embrión se encuentra en un estado de homoplasmia porque todas 
las copias derivan exclusivamente de la madre (Bitner-Glindzicz, 2002). Varios autores 
sugieren que una menor cantidad de ADNmt se relaciona con fallas en la fecundación 
(Reynier y col., 2001; May-Panloup y col., 2005). Además, en el bovino, el aumento en el 
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número de mitocondrias se relaciona con el volumen citoplasmático, lo que implicaría la 
necesidad de una correcta generación de energía para suportar el correcto desarrollo del 
embrión (Smith y Alcivar, 1993). Sin embargo, Chiaratti y col. (2010) demostraron que 
oocitos bovinos desprovistos del 90% de sus mitocondrias mantienen la capacidad de ser 
fecundados y alcanzan el estadio de blastocisto en tasas semejantes a los oocitos control 
(Chiaratti y col., 2010a). Esto sugiere que aquellos oocitos problema, probablemente 
cuenten con fallas en la maquinaria de replicación de ADNmt más que una disfunción en el 
material genético per se. Por otro lado, en el proceso tradicional de TNSC, un ooplasma es 
reconstruido con una célula somática, generando una condición de heteroplasmia 
mitocondrial, donde las mitocondrias provenientes de la célula donante de núcleo también 
persisten en diferentes niveles del desarrollo embrionario (St John y col., 2004), aunque la 
mayor parte de las estructuras continúan derivando del oocito (Campbell y Alberio, 2003). 
Sin embargo, el HMC exacerba las posibilidades de transmisión mitocondrial, al combinar 
los citoplasmas de diferentes oocitos (Vajta y col., 2001).  Debido a que el ooplasma 
contiene factores esenciales para el desarrollo embrionario durante las primeras divisiones 
celulares, incluyendo factores de reprogramación que permiten el desarrollo de la TNCS, y 
que la función mitocondrial depende de la interacción de dos genomas (el ADN nuclear y el 
ADNmt), se ha adjudicado el bajo éxito de la TNCS interespecífica a incompatibilidades 
mitocondriales. Sin embargo, si bien la heteroplasmia se mantiene en las etapas de 
desarrollo embrionario in vitro, en la mayoría de los casos desaparece en la descendencia 
(Chiaratti y col., 2010b). Asimismo, cierta diversidad de alelos mitocondriales es necesaria 
para lograr un grado de divergencia genética que promueva la transcripción y replicación 
correcta del ADNmt (Chiaratti y col., 2010b). Aún así, se especula que un aumento en la 
distancia evolutiva resulta en efectos nocivos para el desarrollo y la implantación 
embrionaria en procedimientos de clonación interespecífica (Amarnath y col, 2011; 
Lagutina y col., 2013).  
 
Por otra parte, el análisis morfológico no es suficiente para seleccionar los mejores 
embriones de FIV (Farin y col., 1995). Recientemente, se ha sugerido la cinética del 
desarrollo como uno de los criterios no invasivos relacionados a la calidad embrionaria. Ha 
sido observado que embriones que clivan más lentamente tienen menores chances de 
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implantación que los que se dividen más rápidamente, aunque los motivos aún se 
desconocen (Fenwick y col., 2002; Edwards, 2003). Asimismo, el análisis de la expresión 
génica de genes específicos se ha aceptado como parámetros de calidad embrionaria (El-
Sayed y col., 2006).  
 
Asimismo, como se comentó en la sección 1.2.3., la separación de blastómeras por 
pipeteo permite obtener blastómeras individuales con mínimos daños celulares (Willadsen 
y col., 1979; Tagawa y col., 2008; Hiriart y col., 2013). Se han obtenido mellizos, trillizos 
(Willadsen y Polge, 1981) y cuatrillizos (Johnson y col., 1995), colocando las blastómeras 
individuales en ZP vacías. Sin embargo, esto representa un proceso engorroso que requiere 
de alto entrenamiento y capacitación. El sistema WOW (Vajta y col., 2000) ha permitido 
facilitar el sistema de cultivo de blastómeras individuales y, en este sentido, Tagawa y col. 
(2008) han obtenido buenas tasas producción de mellizos idénticos tanto tras el cultivo 
individual de blastómeras de embriones en estadio de 2 células, como de grupos de 4 
blastómeras de embriones en estadio de 8 células (Tagawa y col., 2008). 
 
En la base de que el número total de células de un embrión se ve limitado por el 
volumen citoplasmático y que el mismo no aumenta durante las primeras divisiones 
celulares, planteamos la hipótesis de producir embriones de mayor tamaño por fusión de 
ooplastos (TO). La hipótesis radica en producir embriones reconstruidos con blastómeras 
que puedan ser más competentes y que sustenten su desarrollo individual en estadios 
embrionarios tempranos. 
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5.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
5.3.1. Experimento 1. Producción de embriones reconstruidos por TO de uno (1+) o dos 
(2+) ooplastos en presuntos cigotos de FIV 
Se retiró la ZP de presuntos cigotos de FIV (día 0) y se les fusionó uno (grupo 1+) o 
2 (grupo 2+) ooplastos producidos por enucleación libre de zona pelúcida (LZP). Los 
embriones reconstruidos fueron cultivados en el sistema WOW. Se evaluaron las tasas de 
clivaje y el número de células en el día 2, y las tasas de blastocistos y el número de células 
en el día 7. Como controles se emplearon embriones de FIV LZP sujetos al pulso de fusión 
(FIV-LZPF) y no sujetos (FIV-LZP) (Figura 12). Asimismo, se determinó el tamaño de los 
embriones producidos y se relacionó la producción de blastocistos con el estadio celular en 
el día 2. 
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Figura 12. Diseño experimental para la producción de embriones por TO. (a) Ovarios 
provenientes de mataderos fueron sujetos a aspiración de folículos. (b) Los COCs fueron 
madurados in vitro durante 22 h en condiciones estándar. (c) Se realizó FIV en un grupo de 
oocitos maduros. (d) Después de 5 h de coincubación de las gametas, los presuntos cigotos 
fueron desprovistos de la ZP con solución de pronasa. (e) Otro grupo de oocitos fue 
removido de las células del cúmulus, clasificado como maduro por la  presencia del primer 
corpúsculo polar y también sujeto al retiro de la ZP. (f) Se procedió a realizar enucleación 
LZP para la obtención de ooplastos. (g) Uno (grupo 1+) o dos (grupo 2+) ooplastos fueron 
pegados con solución de fitohemaglutinina a un presunto cigoto de FIV. Los controles 
consistieron en presuntos cigotos de FIV con y sin el pulso de fusión (grupos FIV-LZPF y 
FIV-LZP, respectivamente). (h) Los embriones reconstruidos y los controles fueron 
cultivados en medio SOF en micropozos del sistema WOW. Se evaluaron las tasas de 
clivaje y el número de células en el día 2, y las tasas de blastocistos y el número de células 
en el día 7. 
84 
 
5.3.2. Experimento 2. Desarrollo de blastómeras individuales (BI) de los embriones sujetos 
a TO 
Embriones clivados control LZP y sujetos a TO (día 1) fueron retirados de su 
cultivo y sujetos a pipeteo para desagregarlos en sus blastómeras individuales. Un grupo de 
embriones FIV-LZP en el día 2 (estadio de 8 células) se sometió al mismo procedimiento. 
Cada blastómera fue nuevamente cultivada en el sistema WOW. Se evaluó la producción de 
blastocistos en los días 7 y 8. 
 
5.3.3. Experimento 3. Vitrificación y TE de embriones producidos por TO 
Algunos de los blastocistos de los grupos 1+ (n=5), 2+ (n=6) o FIV-LZP (n=5) 
obtenidos en el Experimento 1 fueron vitrificados, calentados y transferidos en vacas 
receptoras, debidamente sincronizadas. Se realizaron ecografías los 28 días desde las 
transferencias embrionarias para detectar preñeces.  
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5.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.4.1. Colección y maduración de oocitos  
 La colección y maduración de oocitos de ovarios de matadero fue descrita en la 
sección 2.4.2. 
 
5.4.2. Fertilización in vitro  
Un grupo de oocitos fue sujeto a FIV, según la sección 2.4.6. 
 
5.4.3. Remoción de las células del cúmulus y la ZP 
El tratamiento de los presuntos cigotas de FIV para su posterior cultivo LZP fue 
descrito en la sección 4.4.3. 
 
5.4.4. Generación de ooplastos por enucleación 
Durante la coincubación de las gametas, un segundo grupo de oocitos maduros fue 
sujeto a denudación con solución de hialuronidasa y remoción de la ZP con solución de 
pronasa. La enucleación se realizó por microcirugía, usando dos micropipetas de vidrio: 
una pipeta cerrada para mover las estructuras y una pipeta abierta con punta roma para la 
enucleación. Los procedimientos de enucleación se realizaron en microgotas de medio 
TALP-H cubiertas por aceite mineral a temperatura ambiente. 
 
5.4.5. Transferencia de ooplastos por fusión 
Un presunto cigoto de FIV fue tratado por algunos segundos con solución de 
fitohemaglutinina (300 mg/mL), una lectina que permite la adhesión de membranas. 
Inmediatamente después, el embrión fue puesto en contacto con uno (grupo 1+) o dos 
(grupo 2+) ooplastos, quedando las estructuras adheridas. Las construcciones fueron 
equilibradas en medio de fusión (0,3 M manitol, 0,1 mM de MgSO4, 0,05 mM de CaCl2 y 
1mg/mL de PVA) durante 2 a 3 min y luego colocadas con el plano de contacto de 
membranas en paralelo a los electrodos (0,5 mm) en una cámara de fusión (División de 
Instrumentos de BTX; Harvard Apparatus, Holliston, MA, EE.UU.) que contenía 2 mL del 
mismo medio atemperado. Las condiciones de fusión fueron 2 pulsos de 60V de 30 µseg  a 
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un intervalo de 100 mseg. Después de la exposición al pulso eléctrico, los embriones fueron 
retornados a cultivo y 30 min después, los embriones que se visualizaron como una única 
estructura se consideraron fusionados. Un grupo de presuntos cigotos de FIV sujetos al 
mismo pulso eléctrico (grupo FIV-LZPF), un grupo de FIV-LZP (sin fusión de ooplasmas) 
y un grupo de embriones de FIV estándar, con ZP fueron usados como controles. Los 
embriones control y reconstruidos fueron cultivados como se describe en la sección 4.4.4. 
El diámetro celular fue determinado con un ocular con regla, inmediatamente después de la 
fusión. 
 
5.4.6. Tinción para recuento celular 
Blastocistos día 7 fueron teñidos en su gota de cultivo con 1 mg/ mL de Hoescht 
33342 (H33342) durante 10 min. Posteriormente, los blastocistos fueron colocados entre un 
cubre y un portaobjetos y se visualizaron bajo luz UV empleando un microscopio  
invertido. Se tomaron fotografías que fueron analizadas digitalmente para el recuento de 
núcleos teñidos de los blastocistos obtenidos. 
 
5.4.7. Desarrollo de blastómeras individuales 
Mediante fuerte pipeteo se desagregaron las blastómeras de embriones clivados en 
el día 1 post-FIV de los grupos 1+, 2+ y FIV-LZP, que se encontraban en estadio de 2 a 4 
células. Las blastómeras individuales fueron cultivadas como se describe en la sección 
4.4.4. 
 
5.4.8. Cultivo embrionario 
Los presuntos cigotos del grupo FIV-ZP fueron cultivados como se describe en la 
sección 2.4.7. Se evaluó la tasa y el número de células de los blastocistos obtenidos en el 
Día 7. Los embriones y blastómeras individuales LZP se detalló en la sección 4.4.8. Se 
evaluaron el clivaje y número de células de los embriones LZP en el día 2 y las tasas de 
producción de blastocistos y el número total de células de los mismos en el día 7. 
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5.4.9. Vitrificación de embriones LZP 
El método de vitrificación empleado para los embriones LZP fue descrito en la 
sección 4.4.5. 
 
5.4.10. Sincronización de hembras receptoras 
Las vacas receptoras de embriones correspondieron a razas Holando y cruzas en 
excelente estado físico y nutricional. Las mismas fueron sincronizadas con dos dosis de 2 
mL cada una de prostaglandina. La segunda inyección fue realizada 3 días antes de la FIV. 
La primera dosis fue administrada entre 11 y 14 días antes de la fecha fijada para la FIV. Se 
controló celo durante el día de la FIV y los días previo y posterior a la FIV (receptoras con 
úteros de días 7, 8 y 6, respectivamente para el momento de la TE). Blastocistos día 7 
fueron transferidos en todos los casos, pertenecientes a los grupos 1+ (n = 5), 2+ (n = 6) y 
FIV-LZP (n = 5). 
 
5.4.11. Calentamiento de embriones  
El método de calentamiento empleado para los embriones LZP fue descrito en la 
sección 4.4.5. Finalmente, un grupo de embriones fue colocado en gotas de cultivo de 
medio SOF.  
 
5.4.12. Transferencia de embriones vitrificados y calentados 
Otro grupo de embriones calentados fue inmediatamente cargado en forma 
individual en pajuelas de 0,25 mL en medio Syngro Holding (Bioniche Life Science Inc., 
Bellville, Ontario, Canadá) y transportados en una transportadora de embriones a 37°C 
(Watanabe, Brasil) para su colocación en vacas receptoras debidamente sincronizadas en un 
campo perteneciente a Cabaña Beatriz (Colonia Aldao, Santa Fe, Argentina). El día de la 
transferencia fue el 21 de junio de 2013. (Figura 11). 
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Figura 13. Hembras receptoras. Vacas transferidas con embriones experimentales 
producidos por TO de uno (grupo 1+) y dos (2+) ooplastos y grupo control FIV-LZP. 
5.4.13. Análisis estadístico 
Se analizaron los cuadrados medios mínimos del diámetro, superficie y volumen de 
los cigotos; como también de los números de células de los blastocistos obtenidos. Dichos 
datos se analizaron con el procedimiento MIXED de SAS 9.1 (SAS, 2003). El modelo 
incluyó los efectos fijos de tratamiento y las interacciones de segundo y tercer orden. Se 
emplearon contrastes ortogonales para evaluar diferencias entre tratamientos. El desarrollo 
de los embriones y las BI fue analizado con el procedimiento descrito en la sección 2.4.10. 
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5.5. RESULTADOS 
 
5.5.1. Producción de embriones reconstruidos por TO de uno (1+) o dos (2+) ooplastos en 
presuntos cigotos de FIV 
Se determinó el diámetro (d) de los presuntos cigotos reconstruidos por por TO de 
uno (1+) o dos (2+) ooplastos en presuntos cigotos de FIV. En la Tabla 6 se muestran las 
medidas obtenidas del diámetro (d=2r), la superficie, el volumen y la relación/superficie 
volumen de los presuntos cigotos como un indicativo del tamaño celular. Un presunto 
cigoto puede aproximarse geométricamente a una esfera, por lo que tanto el volumen como 
la superficie resultan directamente proporcionales al r. Como controles se emplearon 
presuntos cigotos de FIV cultivados LZP sujetos o no al pulso de fusión (FIV-LZPF y FIV-
LZP, respectivamente). Fue posible determinar la adición de uno y dos ooplastos aumentó 
el tamaño de los presuntos cigotas reconstruidos por TO. 
Tabla 6. Determinación del tamaño celular. Se midió el diámetro (d=2r) de los presuntos 
cigotos de FIV recontruidos a partir de TO con uno (1+) o dos (2+) ooplastos y presuntos 
cigotos de FIV con un ocular con regla, inmediatamente después de la fusión. Presuntos 
cigotos de FIV cultivados LZP sujetos o no al pulso de fusión (FIV-LZPF y FIV-LZP, 
respectivamente) fueron empleados como controles. Se presentan los cuadrados medios 
mínimos y el error estándar para cada tratamiento. 
  
Tratamiento 
Nro. de presuntos 
cigotos medidos 
 
Diámetro±ES 
(µm) 
 
 
Sup. de la 
circunf.±ES 
(x10
2
 µm
2
)  
 
Volumen±ES 
(x10
4 
µm
3
) 
Sup/Vol±ES 
(x10
-4
) 
FIV-LZP 10 
 
125,81±2,11a 
 
124,69±4,91a 105,29±7,71a 119,65±1,69a 
FIV-LZPF 10 
 
127,43±2,11a 
 
127,75±4,91a 109,00±7,71a 117,99±1,69a 
1+ 15 
 
156,46±1,72bc 
 
192,43±4,00bc 201,25±6,30bc 96,00±1,38bc 
2+ 10 
 
180,66±2,11bd 
 
256,52±4,91bd 309,76±7,71bd 83,13±1,69bd 
ES = Error estándar; (a,b,c,d): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). 
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En la Tabla 7, se muestran los resultados obtenidos respecto del clivaje y el número 
de células en el día 2 de los embriones producidos por TO y sus respectivos controles. El 
clivaje disminuyó significativamente de acuerdo con el aumento de volumen embrionario. 
Los grupos control FIV-LZP y FIV-LZPF no presentaron diferencias significativas 
(346/398, 87% de embriones clivados en el grupo FIV-LZP y 89/97, 92% en el grupo FIV-
LZPF). Sin embargo, la adición de 1 y 2 ooplastos (grupo 1+ y 2+, respectivamente) 
produjo un descenso significativo (P<0,05) de la tasa de clivaje (200/267, 75% y 137/228, 
60%), respectivamente). Por otro lado, los grupos 1+ y 2+ mostraron un mayor número de 
células (más de 9 células) en el día 2 (99/200 y 67/137, respectivamente; representando casi 
un 50% de los embriones clivados para ambos casos) que los embriones control FIV-LZP y 
FIV-LZPF. Por el contrario, la mayor proporción de embriones de los grupos control 
mostró de 5 a 8 células en el día 2 (177/346 en el grupo FIV-LZP y 52/89 en el grupo FIV-
LZPF; representando más del 50% para cada caso). Es decir, que más del 50% de los 
embriones de los grupos 1+ y 2+ sufrieron una o dos divisiones mitóticas más (P<0,05).  
 
Tabla 7. Clivaje y número de células en el día 2 de los embriones producidos por TO. 
Se determinaron las tasas de clivaje y el número de células en el día 2 de los embriones 
reconstruidos por TO mediante fusión de uno (grupo 1+) o dos (grupo 2+) ooplastos a un 
presunto cigoto de FIV. Los controles consistieron en presuntos cigotos de FIV cultivados 
LZP sujetos o no al pulso de fusión (FIV-LZPF y FIV-LZP, respectivamente). 
 
 
 
Tratamiento 
 
 
n Clivaje (%*) 
Nro. de células en el día 2 (%**) 
2 a 4 5 a 8 9 a 16 
 
>16 
 
 
FIV-LZP 
 
 
398 
 
346 (87)a 
 
53 (15)a 
 
177 (51)a 
 
112 (32)a 
 
4 (1)a 
FIV-LZPF 
 
97 89 (92)a 15 (17)a 52 (58)a 21 (24)a 1 (1)a 
1+ 
 
267 200 (75)bc 44 (22)b 57 (28)b 80 (40)b 19 (9)b 
2+ 228 137 (60)bd 34 (25)b 36 (26)b 50 (36)b 17 (12)b 
 
*Porcentajes de acuerdo al número de embriones total (n); **Porcentajes respecto del número de embriones clivados. 
(a,b,c,d): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05).  
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Las tasas de clivaje y formación de blastocistos totales fueron significantemente 
mayores en los grupos controles FIV-LZP (370/424, 87% y 137/424, 32%, 
respectivamente) y FIV-LZPF (78/85, 92% y 24/85, 28%, respectivamente) (Tabla 8). El 
aumento de citoplasma produjo una disminución significativa (P<0,05) y lineal tanto en el 
clivaje como en los embriones obtenidos a partir de los grupos experimentales 1+ (161/221, 
73% y 47/221, 21%, respectivamente) y grupo 2+ (141/243, 58% y 36/243, 15%). La 
producción de blastocistos en el grupo de embriones de FIV-ZP no varío de los grupos 
FIV-LZP y FIV-LZPF (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Tasas totales de clivaje en el día 2 y producción de blastocistos en el día 7. Se 
determinaron las tasas de clivaje y producción de blastocistos de los embriones 
reconstruidos por TO mediante fusión de uno (grupo 1+) o dos (grupo 2+) ooplastos a un 
presunto cigoto de FIV. Los controles consistieron en presuntos cigotos de FIV cultivados 
LZP sujetos o no al pulso de fusión (FIV-LZPF y FIV-LZP, respectivamente) y embriones 
de FIV convencionales cultivados con ZP (FIV-ZP). 
Tratamiento n Clivaje (%) Nro. de blastocistos (%) 
 
Blastocistos/clivados (%) 
 
 
FIV-LZP 
 
424 370 (87)NE 137 (32)NE  137/370 (37) 
 
FIV-LZPF 
 
85 78 (92)NE 24 (28)NE 24/78 (31) 
 
1+ 
 
221 161 (73)a 47 (21)a 47/161 (29) 
 
2+ 
 
243 141 (58)b 36 (15)b 36/141 (25) 
 
FIV-ZP 
 
397 323 (81)NE 143 (36)NE 143/323 (44) 
(a,b): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). NE: No estimable. 
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En la Tabla 9 se realizó una asociación entre el número de células en el día 2 de 
desarrollo y la producción de blastocistos. El mayor porcentaje de blastocistos fue obtenido 
de los subgrupos que contaban con un incremento del número de células en el día 2. Es 
decir, cuanto mayor el número de células en el día 2, mayores las posibilidades de ese 
embrión de desarrollar hasta el estadio de blastocisto. La mayoría de los blastocistos 
obtenidos en del grupo control FIV-LZP (63%) contaba con 5 a 8 células en el día 2; 
mientras que el 32% estaba en estadio de 9 a 16 células. Un comportamiento semejante fue 
observado en el grupo FIV-LZPF. Los grupos experimentales 1+ y 2+ presentaron 
diferencias significativas respecto de los embriones con más de 16 células al día 2. El 11% 
en el grupo 1+ y el 29% en el grupo 2+ de estos embriones más avanzados dieron lugar a la 
formación de blastocistos. 
 
Tabla 9. Asociación entre el número de células en el día 2 y la formación de 
blastocistos en el día 7. Se analizó número de células en el día 2 de los blastocistos 
obtenidos reconstruidos por TO mediante fusión de uno (grupo 1+) o dos (grupo 2+) 
ooplastos a un presunto cigoto de FIV. Los controles consistieron en presuntos cigotos de 
FIV cultivados LZP sujetos o no al pulso de fusión (FIV-LZPF y FIV-LZP, 
respectivamente). 
 
Tratamiento Nro. blastocistos analizados 
Nro. de células en el día 2 (%) 
2 a 4  5 a 8 9 a 16 
 
>16 
 
 
FIV-LZP 
 
100 5 (5) 63 (63)a 32 (32)a 0 (0)NE 
 
FIV-LZPF 
 
24 3 (12) 13 (54)a 8 (33)a 0 (0)NE 
 
1+ 
 
52 1 (2) 16 (31)b 29 (56)b 6 (11)NE 
 
2+ 
 
24 1 (4) 6 (25)b 10 (42)b 7 (29)NE 
(a,b): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). NE: No estimable. 
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En la Tabla 10 se muestran los números de células de los blastocistos obtenidos tras 
la TO de uno (1+) o dos (2+) ooplastos, comparados con blastocistos de FIV-LZP y FIV-
ZP. Se contaron los núcleos celulares teñidos con Hoescht33342 (Figuras 14 y 15). 
Únicamente hubo diferencias significativas entre los grupos control de FIV con ZP y LZP 
(58,26±6,65 y 43,94±11,69, respectivamente). 
 
Tabla 10. Número de células de los blastocistos obtenidos. Los núcleos de las células de 
los blastocistos obtenidos en el día 7, reconstruidos por TO mediante fusión de uno (grupo 
1+) o dos (grupo 2+) ooplastos a un presunto cigoto de FIV, fueron teñidos con Hoescht y 
visualizados bajo luz UV. Se contaron los núcleos teñidos de cada embrión y se calculó el 
promedio del número de células para cada tratamiento. Los controles consistieron en 
presuntos cigotos de FIV cultivados LZP (FIV-LZP) y embriones de FIV convencionales 
cultivados con ZP (FIV-ZP). Se presentan los cuadrados medios mínimos y el error 
estándar de cada tratamiento. 
Grupo n 
 
Nro. de células (±ES) de los  
blastocistos obtenidos 
 
FIV-LZP 18 
 
43,94±4,65a 
 
 
1+ 
 
10 
 
60,80±6,24 
   
2+ 4 
 
56,50±9,87 
 
FIV-ZP 19 
 
58,26±4,53b 
 
ES = Error estándar; (a,b): Valores con distintas letras difieren significativamente (P<0,05). 
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Figura 14. Blastocistos del grupo FIV-LZP teñidos con H33342. Se muestran los 
núcleos de las células de dos blastocistos en el día 7 pertenecientes al grupo control de FIV 
cultivados LZP. Cada blastocisto cuenta con 48 núcleos teñidos, lo que representa 48 
células. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Blastocistos del grupo FIV-ZP teñidos con H33342. (A) Blastocistos 
observados con luz normal. (B)Blastocitos observados bajo luz UV. 
A 
B 
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5.5.2. Desarrollo de blastómeras individuales de los embriones sujetos a TO 
El desarrollo hasta estadio de blastocisto de blastómeras individuales (BI) 
desagregadas de embriones de los grupos 1+, 2+ y FIV-LZP se muestra en la Tabla 11. De 
un total de 23 embriones desagregados (56 BI) del grupo FIV-LZP resultaron 25 
blastocistos (109%). Si bien esta tasa fue mayor que en  los demás grupos experimentales, 
no hubo difeencias significativas entre los tratamientos. En el grupo 1+ se separaron 11 
embriones, de los que se obtuvieron 38 BI y 1 blastocisto (3%); mientras que en el grupo 
2+, de 18 BI (7 embriones) solo se obtuvo un blastocisto (1/7, 14%).  
 
Tabla 11. Desarrollo de blastómeras individuales (BI). Se desagregaron y cultivaron 
individualmente las blastómeras de embriones día 1 reconstruidos por TO mediante fusión 
de uno (grupo 1+) o dos (grupo 2+) ooplastos a un presunto cigoto de FIV. El control 
consistió embriones de FIV cultivados LZP (FIV-LZP), también desagregados en el día 1. 
Grupo Estadio n Nro. de blastómeras Nro. de blastocistos (%) 
 
Blastocistos/n (%) 
 
 
FIV-LZP 
 
2c 
 
18 
 
36 
 
19 (53) 
 
19/18 (106) 
4c 5 20 6 (30) 6/5 (120) 
 
1+ 
 
2c 
 
3 
 
6 
 
0 (0) 
 
0 (0) 
4c 8 32 1 (3) 1/8 (12) 
 
2+ 
 
2c 
 
5 
 
10 
 
0 (0) 
 
0 (0) 
4c 2 8 1 (12) 1/2 (50) 
No hubo diferencias significativas entre los tratamientos realizados. 
 
5.5.3. Vitrificación y TE de embriones producidos por TO 
No se detectaron preñeces en las ecografías realizadas. 
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5.6. DISCUSIÓN 
 
El oocito tiene un papel fundamental en los primeros estadios del desarrollo 
embrionario (Battaglia y col., 1996; Sirard y col., 2006). Además, el volumen del oocito se 
relaciona directamente con la posterior capacidad de desarrollo embrionario 
(Zakhartchenco y col., 1997; Murakoshi y col., 2013) y con la cantidad de mitocondrias 
presentes (Smith y Alcivar, 1993). 
 
La transferencia de uno (grupo 1+) y dos (grupo 2+) ooplastos nos permitió generar 
embriones de mayor tamaño (Tabla 6). Sin embargo, contrariamente a lo esperado, no fue 
posible obtener blastómeras más competentes (Tabla 11), sino aceleración de la cinética de 
desarrollo, específicamente en el día 2 (Tabla 7). De esta forma, los embriones de los 
grupos 1+ y 2+, también experimentaron una o dos divisiones celulares más (representado 
por un mayor número de células en el día 2). El análisis entre el número de células en el día 
2 y la proporción de blastocistos obtenidos (Tabla 8) queda demostrado que aquellos 
embriones de los grupos experimentales 1+ y 2+, acelerados en el desarrollo, alcanzaron 
satisfactoriamente el estadio de blastocisto. Por lo tanto, en nuestras condiciones, es posible 
descartar la fragmentación citoplamástica, factor que provoca distorsión de los planos de 
división de las blastómeras (Keltz y col., 2006).  
 
Asimismo, la TO fue perjudicando de manera significativa y lineal la competencia 
embrionaria (Tabla 7). Es posible plantear varias hipótesis en torno a la disminución en la 
producción de embriones por TO para los grupos 1+ y 2+, algunas de las cuales pueden ser 
refutadas. Por un lado, las mitocondrias presentes en el oocito tienen un papel relevante 
para el desarrollo embrionario, tal como ha sido demostrado por otros grupos de 
investigación (Smith y Alcivar, 1993; Chan y col., 2005). Sin embargo, la mayoría de estos 
estudios se han centrado en el rol mitocondrial por defecto (mitocondrias no funcionales o 
depleción de mitocondrias) o bien en clonación interespecífica, sugiriendo que la adición de 
cantidades de ooplasma mayores al 10 o 15% pueden modificar la composición del cigoto e 
incluso detener su desarrollo (Chiaratti y col., 2010a). No existen estudios previos que 
analicen el efecto de un exceso de citoplasma o mitocondrias funcionales en embriones 
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reconstruidos por TO de la misma especie. En este sentido, en nuestra experiencia, si bien 
no fueron estudiadas las variantes alélicas mitocondriales, se podría descartar la posibilidad 
de tener incompatibilidades entre mitocondrias que estén afectando el desarrollo 
embrionario. En este trabajo, se emplearon oocitos provenientes de ovarios de matadero 
que representan alta variabilidad de alelos, ya que las vacas enviadas a faena son en su 
mayoría raza Bos taurus y cruza. Al mismo tiempo, podría descartarse un efecto negativo 
en el desarrollo de los grupos 1+ y 2+ debido a un exceso mitocondrial, dado que la 
concentración de mitocondrias por volumen de citoplasma se estaría manteniendo. 
Asimismo, el grupo FIV-LZPF, donde los presuntos cigotos recibieron el mismo pulso 
eléctrico que los grupos experimentales, permite descartar una incidencia negativa de la 
tensión aplicada en el desarrollo de los embriones producidos. Las tasas de blastocistos 
obtenidas entre el grupo FIV-LZP y FIV-LZPF no tuvieron diferencias significativas, 
indicando que los factores implicados en la disminución del desarrollo se deben a la adición 
de ooplastos. 
 
Por otro lado, la transferencia de ooplasmas ha sido empleada eficientemente en 
clínicas de reproducción humana, donde la transferencia de pequeñas cantidades de 
ooplasma de un oocito donante o un cigoto puede cambiar el funcionamiento de un oocito 
comprometido y resultar en nacimientos normales (Barrit y col., 2001b). En este trabajo, ni 
los oocitos donantes de ooplastos ni los presuntos cigotos fueron clasificados como 
“comprometidos en el desarrollo” o “normales y saludables”. En este sentido, sería 
sumamente útil comprobar la eficiencia de la técnica en ovarios de hembras prepúberes, 
cuyos resultados de FIV resultan más bajos (Salamone y col., 2001). Ha sido reportado que 
la fusión de distintos oocitos puede promover la capacidad de desarrollo (Liu y Keefe, 
2000) y la densidad celular (Tecirlioglu y col., 2005); pero la combinación impredecible de 
oocitos incompatibles, con distintas capacidades de desarrollo o distintos grados de 
maduración puede tener un efecto nocivo (Vajta y col., 2005). Por lo tanto, la disminución 
progresiva de la competencia en el desarrollo de embriones de los grupos 1+ y 2+ podría 
atribuirse al incremento de las combinaciones entre ooplasmas, que aumentan también las 
variables para el desarrollo: cuando se combinan dos oocitos, existe la posibilidad de que 
ambos sean buenos (éxito en el desarrollo), malos (fracaso en el desarrollo) o uno malo y 
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uno bueno (cuyo desarrollo es impredecible). La combinación de 3 citoplasmas resulta en 
más combinaciones aleatorias. Aún así, esta observación se contradice con trabajos de 
clonación realizados por HMC, donde el aumento del volumen embrionario incrementó el 
potencial de desarrollo y la densidad celular (Misica-Turner y col., 2007; Oback y Wells, 
2003; Vajta y col., 2003; De Souza y col., 2009). Además, Bowles y col. (2008) estudiaron 
el desarrollo embrionario de clones producidos por HMC y, en su experiencia, la 
combinación de fracciones de 2 y 3 citoplasmas aumentó significativamente la producción 
de clones (Bowles y col., 2008).  
 
En humanos, un mayor volumen del oocito ha sido asociado con mayor velocidad 
de clivaje, mayor número de copias de ADNmt y mejoras en las tasas de preñez (Murakoshi 
y col, 2013). El aumento del diámetro del oocito es determinante en la adquisición de la 
competencia ovocitaria en cabras (Crozet y col., 2000); mientras que en porcinos se asocia 
con mejoras en la fecundación (El Shourbagy y col., 2006). Sin embargo, poco ha sido 
estudiado respecto del volumen del cigoto y el tamaño de las blastómeras del embrión. 
Paradójicamente, en nuestras observaciones, un aumento del  r (y d) del presunto cigoto de 
FIV reconstruido disminuyó la competencia para el desarrollo (Tabla 6), produciendo 
menores tasas de clivaje y de blastocistos. Una disminución de la relación superficie de 
membranas/volumen del embrión podría interpretarse mediante el hecho de que un mayor 
volumen disminuye la superficie de contacto con el medio externo y, con ello, podrían 
afectarse los fenómenos de intercambio de gases y nutrientes.  
 
 Asimismo, el número de células de los blastocistos obtenidos solo presentó 
diferencias significativas entre los grupos control de FIV con ZP y LZP. La apoptosis es un 
tipo de muerte celular programada que ocurre espontáneamente en niveles fisiológicos 
durante el desarrollo normal de los embriones preimplantatorios (Fabian y col., 2005a; 
2005b). Este proceso se encuentra altamente conservado, ya que actúa como un mecanismo 
de control de calidad, eliminando aquellas células dañadas o no funcionales, contribuyendo 
a la homeostasis o equilibrio celular (Jacobson y col., 1997). Por lo tanto, el número de 
células final de los blastocistos obtenidos no estaría brindando una información clara ni 
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sobre el desarrollo embrionario ni sobre la fragmentación celular, en caso de haber 
ocurrido, ya que aquellas células defectuosas serían eliminadas. 
 
Como se describió en la sección 1.2.2., el oocito maduro se encuentra detenido en 
MII debido a los niveles altos del factor MPF activo. La fusión con el espermatozoide le 
permite concluir su meiosis, debido a que genera oscilaciones fisiológicas de Ca
+2
 que 
inhiben la fosforilación y síntesis de proteínas, principalmente MPF. En este sentido, otra 
alternativa para explicar la disminución en la producción de embriones de los grupos 1+ y 
2+ podría residir en los niveles altos de MPF en los ooplastos que estarían diluyendo los 
factores de activación del presunto cigoto recién fecundado. Sin embargo, tanto el proceso 
de enucleación como el de fusión podrían estar estimulando la disminución de los niveles 
de MPF. Ha sido demostrado que un pulso eléctrico no es suficiente para activar el oocito 
bovino enucleado en procesos de TNCS, necesitando de un protocolo de activación química 
adicional (Collas y col., 1993; Cheong y col., 2002). Sin embargo, en otras especies como 
el cerdo y el conejo, es posible realizar este tipo de activación satisfactoriamente mediante 
la aplicación de un determinado voltaje, comprobando que existe liberación de Ca
+2
 
intracelular (Ozil, 1990; Kragh y col., 2005). Asimismo, la fusión (que genera poros en la 
membrana celular) permitiría el ingreso de Ca
+2 
del medio externo. Greising y Jonas (1999) 
reportaron el aumento de la capacidad de desarrollo hasta estadio de blastocisto de 2 
ooplastos fusionados y activados eléctricamente empleados como receptores para el 
proceso de TNCS (Greising y Jonas, 1999). De todas maneras, considerando que en este 
caso la fusión del ooplasto se realiza con un presunto cigoto de FIV, no quedan claros ni el 
grado de activación necesario en el ooplasto ni la influencia de los estímulos externos para 
mejorar la competencia en el desarrollo. Por otra parte, de contar con un sistema eficiente 
de FIV en oocitos LZP, podría evaluarse la posibilidad de intercambiar el orden de los 
procesos y, de esta manera, primero fusionar oocitos y ooplastos, para después proceder a 
fecundarlos. Sin embargo, el procedimiento de FIV en oocitos LZP suele ser muy delicado, 
tanto en la incidencia de poliespermia como en el lavado de los presuntos cigotos.  
 
Por otro lado, el desarrollo de embriones del grupo FIV-LZP y FIV-LZPF fue 
comparable con la de los embriones tradicionales con ZP, permitiendo determinar que el 
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sistema de cultivo WOW es altamente eficiente y no interfiere en la producción de 
embriones in vitro. Asimismo se proyecta como una herramienta interesante, no solo para 
el desarrollo de embriones agregados y desagregados, sino también para el seguimiento 
individual de embriones con ZP. Sugimura y col. (2012) plantearon un sistema de selección 
de los mejores embriones de FIV, combinando 5 factores de pronóstico (tiempo del primer 
clivaje, número de blastómeras al final del primer clivaje, fragmentación celular, cantidad 
de blastómeras en la fase lag y consumo de oxígeno de los blastocistos obtenidos) mediante 
el empleo del sistema de cultivo WOW y cinematografía (TLC, del inglés time-lapse 
cinematography) (Sugimura y col., 2012). Coincidente con esta observación, cuando se 
analizaron conjuntamente los datos de clivaje en el día 2 y la formación de blastocistos en 
el día 7, fue posible confirmar que embriones con mayor número de células en el día 2 
resultan en mayores tasas de formación de blastocistos. Por lo tanto, para todos los grupos 
existió una correlación positiva entre estadios más avanzados de desarrollo en el día 2 y 
mayores tasas de blastocistos. 
 
Si bien ha sido posible producir mellizos o cuatrillizos a partir de un único embrión, 
las tasas de desarrollo no han sido lo suficientemente relevantes para lograr la difusión 
masiva de esta técnica (Tagawa y col., 2008). En el día 1 se procedió a separar y cultivar 
individualmente las blastómeras de los embriones producidos. Se emplearon solo aquellos 
embriones que tenían un número par de células tras sus divisiones celulares, tal como fue 
sugerido previamente (Sugimura y col., 2012). Contrariamente a lo esperado, las 
blastómeras de los embriones de los grupos experimentales 1+ y 2+ no contaron con mejor 
capacidad de desarrollo individual. Este hecho se contradice con lo observado en humanos, 
donde existe una correlación positiva entre el volumen de la blastómera y el número de 
copias de ADNmt (Murakoshi y col., 2013). En cambio, los porcentajes de embriones 
obtenidos por desagregación embrionaria de los embriones FIV-LZP superaron el 100%. 
Este hecho, combinado al uso de semen sexado, estaría generando una gran fuente de 
producción de embriones del sexo y la genética deseada, al estar produciendo dos o cuatro 
veces más crías, por ejemplo después del mismo y único procedimiento de OPU y FIV. Sin 
embargo, la competencia de las BI de los embriones reconstruidos por TO decayó a niveles 
menores que la producción de blastocistos sin desagregación. Es necesario resaltar que 
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deben realizarse más repeticiones sobre este punto, con especial atención en la cinética del 
desarrollo, la cual está acelerada en los embriones reconstruidos por TO. 
Finalmente, la TE no dio resultados de preñeces dado el bajo número de embriones 
transferidos y la gran cantidad de variables analizadas. Más pruebas deben llevarse a cabo 
para contar con resultados concluyentes en torno de esta combinación de tratamientos. 
 
Nuestras observaciones sobre el efecto del incremento del ooplasma en cigotos por 
TO permiten plantear nuevos interrogantes en relación al efecto del volumen celular y 
embrionario en el desarrollo embrionario temprano. Si bien no fue posible multiplicar 
embriones a través de TO, nuestros resultados de desagregación de blastómeras de FIV 
LZP representan una estrategia altamente eficiente y concuerdan con los resultados 
recientemente reportados por Tagawa y col. (2008). Por otro lado, la combinación de este 
procedimiento con la FIV empleando semen sexado aún no ha sido reportada en bovinos y, 
probablemente tenga altas posibilidades de aplicación en la reproducción animal. 
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CAPÍTULO VI. 
PRODUCCIÓN DE EMBRIONES QUIMÉRICOS POR AGREGACIÓN 
DE CÉLULAS EGFP DE EMBRIONES EN ESTADIO DE 8 CÉLULAS 
CON EMBRIONES FUSIONADOS EN ESTADÍO DE 2 CÉLULAS Y 
EMBRIONES ASINCRÓNICOS 
 
 Los resultados parciales del  trabajo  de electrofusión de embriones bovinos fueron 
presentados en la LIV Reunión Científica Anual de la Sociedad Argentina de 
Investigación Clínica (SAIC) y LVII Reunión Científica de la Sociedad Argentina 
de Inmunología (SAI), llevada a cabo en la ciudad de Mar del Plata (Buenos Aires, 
Argentina) del 18 al 21 de noviembre de 2009 en formato póster  bajo el título 
Hiriart MI, Salamone DF. Desarrollo in vitro de embriones bovinos 
electrofusionados producidos por FIV. Resumen. 
 
 Los resultados parciales de agregación embrionaria fueron presentados durante la 
XXXVII Conferencia Anual de la Sociedad Internacional de Transferencia de 
Embriones (IETS), llevada a cabo en Orlando (Estados Unidos) del 8 al 12 de Enero 
de 2011.  
Hiriart MI, Bevacqua RJ, Fernández y Martín R, Salamone D (2010). 
Multiplication of eight cell embryos by aggregation of a single egfp-labeled 
blastomere with putative tetraploid embryos. Reprod. Fertil. Dev.; 23(1): 168-169. 
 
 Los resultados completos de este capítulo forman parte de la siguiente publicación.  
Hiriart MI, Bevacqua RJ, Canel NG, Fernández-Martín R y Salamone DF (2013). 
Production of chimeric embryos by aggregation of bovine egfp eight-cell stage blastomeres with 
two-cell fused and asynchronic embryos. Theriogenology; 80(4):357-364. 
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6.1. RESUMEN 
 
La desagregación de embriones permite la producción de dos a cuatro crías idénticas 
a partir de un único embrión bovino. Por otro lado, la complementación de embriones se ha 
convertido en la técnica de elección para demostrar la totipotencialidad de CME e iPSc. Por 
lo tanto, el objetivo de este estudio fue generar un método nuevo y sencillo, por agregación 
en el sistema WOW, para dirigir la expresión de la proteína verde fluorescente (EGFP) de 
cada blastómera de un embrión bovino de FIV en estadio de 8 células al MCI de quimeras 
producidas con embriones fusionados y asincrónicos. Para este fin, se determinaron las 
mejores condiciones para generar embriones de FIV fusionados. Entonces, embriones 
fusionados (F) o no fusionadas (NF) se agregaron en dos condiciones diferentes: 
sincrónicamente (S), cuando tanto los embriones transgénicos como los F fueron 
producidos en el mismo día; y asincrónicamente (AS), cuando los embriones transgénicos 
se produjeron un día antes que los embriones F. Las mayores tasas de fusión y producción 
de blastocistos se obtuvieron con dos pulsos de 40 V. Los grupos 2ASF y 2ASNF 
mostraron el mayor número de blastocistos quiméricos que expresaban la proteína EGFP 
(48% y 41%, respectivamente). Por otra parte, el grupo 2ASF tuvo las tasas más altas de 
localización en el MCI de las blastómeras expresando EGFP (6/13, 46% de los blastocistos 
expresando el transgén en el MCI). Esta técnica tiene gran aplicación para la multiplicación 
de embriones de alto valor genético e incluso embriones transgénicos, y también será de 
gran importancia para la clonación animal, empleando CME e iPSc. 
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6.2. INTRODUCCIÓN 
  
 Los embriones quiméricos, obtenidos mediante contribución de blastómeras de dos 
o más embriones, tienen varias aplicaciones en biotecnología básica y aplicada. Se trata de 
herramientas útiles para el estudio del desarrollo temprano y la diferenciación en mamíferos 
(Mc Laren, 1975). Por otra parte, la introducción de CME transgénicas en blastocistos es el 
método de preferencia para obtener ratones transgénicos (Gossler y col., 1986; Robertson y 
col., 1986; Beddington y Robertson, 1989). Además, con el desarrollo de la tecnología de 
las iPSc (Takahashi y Yamanaka, 2006), la complementación trofoblástica de embriones se 
ha convertido en la técnica de elección para demostrar su totipotencialidad (Tong y col., 
2011; Li y col., 2011; Kang y col., 2011).  
  
 Desde principios de los años 80, dos técnicas han sido utilizadas para la bisección 
de embriones: el corte (Ozil, 1983; Williams y col., 1984; Picard y col., 1990; Rho y col., 
1998) y la desagregación (Willadsen, 1979; Williadsen y Polge, 1981; Johnson y col., 
1995). Ambas tecnologías permiten la generación de gemelos a partir de un solo embrión. 
Un método alternativo desarrollado para reducir el daño inducido por la microcirugía 
(Heyman, 1985; Skrzyszowska y Smorag, 1989) consiste en la perforación de la ZP entre el 
MCI y el trofoblasto, para inducir la eclosión asistida del blastocisto y asegurar la extrusión 
de ambos tipos celulares (Skrzyszowska y col., 1997). En este mismo sentido, el sistema 
WOW, desarrollado para el cultivo de embriones LZP (Vajta y col., 2000) ha facilitado las 
técnicas de complementación (Tagawa y col., 2008), ya que permite combinar blastómeras 
desagregadas mediante pipeteo. Para el sistema WOW, con una pipeta cerrada se realizan 
microdepresiones circulares en una placa de cultivo, que luego son rellenadas con medio de 
cultivo. El cultivo de los embriones en estos pequeños pozos evita la segregación de las 
blastómeras, dado que hay ausencia de uniones intercelulares en las etapas embrionarias 
tempranas. 
  
 Por desagregación embrionaria ha sido posible obtener de dos a cuatro 
descendientes idénticos en vacas (Willadsen y Polge, 1981; Johnson y col., 1995; Tagawa y 
col., 2008), ovejas (Willadsen, 1981) y conejos (Moore y col., 1968), a partir de células de 
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embriones en estadío de 2, 4 y 8 células. Incluso en humanos se ha demostrado que cada 
una de las 4 blastómeras de un embrión en estadio de 4 células tiene el potencial de 
convertirse en un blastocisto individual (Van de Velde y col., 2008). Sin embargo, tanto la 
iniciación de la AGE como el tamaño de las blastómeras pueden limitar la división 
embrionaria. Varios autores han informado que la expresión génica en el embrión bovino 
comienza en el estadio de 8 células (Crosby y col.,  1988; Frei y col., 1989; Mermili y col., 
1999). Por otro lado, a pesar de que la AGE en el murino se produce durante la primera 
división mitótica (Golbus y col., 1973; Braude y col., 1979), blastómeras de embriones en 
estadio de 8 células han generado líneas de CM (Chung y col., 2006; Wakayama y col., 
2007), indicando persistencia de totipotencialidad. 
  
 En ratones, se sabe que blastómeras poliploides son excluidas de los tejidos fetales 
(Lu y Market, 1980) durante el desarrollo, pero persisten en las membranas extra-
embrionarias (Tarkowsky y col., 1977). Por esa razón, los embriones poliploides (en 
particular embriones tetraploides o 4n) han sido ampliamente utilizados para compensar la 
letalidad embrionaria de unas pocas CM y para producir descendencia homogénea a partir 
de embriones quiméricos (Nagy y col., 1990). En varias especies, la generación de 
embriones 4n por electrofusión (Curnow y col., 2000; Suo y col., 2000) ha demostrado ser 
más eficaz que el uso de drogas, como la citocalasina B (Tarkowsky y col., 1977; Ueda y 
col., 1995). 
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6.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
6.3.1. Experimento 1. Determinación de las mejores condiciones para la fusión de 
embriones bovinos en estadio de 2 células 
 Embriones de dos células (día 1) producidos por FIV se sometieron a dos pulsos de 
diferentes voltajes (20V, 40V, 60V, 80V y 100V) durante 30 µseg a intervalos de 100 
mseg. Los embriones que se visualizaron como una sola blastómera una hora más tarde se 
consideraron fusionados (F). El desarrollo de blastocistos se evaluó en el día 8. Embriones 
de FIV no fusionados (NF) se utilizaron como control. 
 
6.3.2. Experimento 2. Determinación de la ploidía de embriones fusionados en estadio de 2 
células 
 Se realizaron análisis de cariotipos para determinar la fusión nuclear. Se evaluaron 
extendidos de los embriones día 2 fusionados y de FIV control. 
  
6.3.3. Experimento 3. Agregación sincrónica y asincrónica de blastómeras expresando 
egfp con embriones fusionados o no fusionados y localización de la expresión del transgén  
 Se produjeron embriones que expresaban el transgén egfp mediante inyección de 
vesículas de oolema coincubadas con el plásmido lineal PCX-EGFP en presuntos cigotos 
de FIV. Las blastómeras de embriones transgénicos día 3 se separaron mediante pipeteo y 
aquellas que expresaban egfp fueron seleccionados para la agregación con uno o dos 
embriones de FIV, F o NF, en diferentes etapas del desarrollo: sincrónico (S; cuando la 
edad de los embriones era la misma que la blastómera agregada) o asincrónico (AS; cuando 
los embriones eran un día más jóvenes que la blastómera que expresaba el transgén) (Figura 
16). 
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Figura 16. Diseño experimental para la generación de quimeras transitorias. (a) 
Presuntos cigotos de FIV fueron inyectados con vesículas de ooplasma coincubadas con el 
plásmido lineal pCX-EGFP. Los embriones de FIV en estadio de 2 células fueron 
sometidos a electrofusión (F) a 40V de 2 formas: (b) Grupo Sincrónico (S): La edad de los 
embriones de FIV fue la misma que la de los embriones sometidos a la técnica de vesículas 
o (c) Grupo Asincrónico (AS): Los embriones de FIV fueron un día más jóvenes que los 
embriones expresando el transgén. (d) Embriones de FIV no fusionados (NF) fueron 
empleados como control. (e) En el día 3, se aplicó pipeteo fuerte para desagregar las 
blastómeras de los embriones transgénicos en estadio de 5 a 8 células. Las blastómeras 
espresando egfp fueron seleccionadas como blastómeras fundadoras para la posterior 
agregación en el sistema WOW. (f) Después de la remoción de la ZP de los grupos de 
embriones S o AS, F o NF, 1 o 2 embriones fueron agregados con una única blastómera de 
un embrión en estadío de 5 a 8 células, que expresaba el transgén egfp. 
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6.4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.4.1. Colección y maduración de oocitos  
 La colección y maduración de oocitos se describió en la sección 2.4.2. 
 
6.4.2. Fecundación in vitro 
Se realizó el procedimiento descrito en la sección 2.4.6. Después de la FIV, los 
embriones fueron designados para dos grupos: algunos embriones fueron sometidos 
inmediatamente a la técnica de inyección de vesículas expuestas con el plásmido pCX-
EGFP y otros se cultivaron para electrofusión en el día 1 del desarrollo embrionario, como 
se describe a continuación en la sección 6.4.9.  
 
6.4.3. Remoción de las células del cúmulus  
Tras la FIV, un grupo de presuntos cigotos fue agitado mecánicamente durante 2 
min en solución de hialuronidasa (1 mg/mL en PBS), para eliminar las células del cúmulus. 
Luego, los presuntos cigotos se lavaron en TALP-H, se seleccionaron por la visualización 
de al menos un corpúsculo polar e inmediatamente se inyectaron con vesículas de oolema 
incubadas con el plásmido pCX-EGFP. 
 
6.4.4. Producción de vesículas e incubación con ADN exógeno 
El plásmido utilizado fue pCX-EGFP (amablemente provisto por el Dr. Masaru 
Okabe) que codifica para la proteína verde fluorescente (EGFP) bajo el control del 
promotor quimérico citomegalovirus-β-actina de pollo (Ikawa y col., 1995). La expresión 
de egfp es fácilmente detectable bajo microscopio de epifluorescencia. Se empleó el 
plásmido pCX-EGFP linealizado por digestión con la enzima de restricción HindIII. 
 
Los oocitos que se utilizaron como donantes de vesículas también se sometieron a 
MIV, FIV y tratamiento con hialuronidasa. Luego, los presuntos cigotos fueron transferidos 
a  gotas de 20 µL de TALP-H. Cada uno fue sometido a la técnica de descrita por Pereyra-
Bonnet y col. (2011). Brevemente, un presunto cigoto fue sostenido bajo presión negativa 
con una pipeta de sujeción mientras fue atravesado con una pipeta de 9 micras a través de la 
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ZP hasta el contacto con el ooplasma. Una pequeña fracción del ooplasma (<10 micras) fue 
luego aspirado por presión negativa, evitando la rotura de la membrana plasmática. 
Aproximadamente 15 vesículas se obtuvieron de cada presunto cigoto donante. Las 
vesículas que se formaron dentro de la pipeta se transfirieron a gotas de 3 µL con 10% de 
PVP, que contenían 50 ng/µL  del plásmido pCX-EGFP lineal y se dejaron allí durante 5 
min (incubación del plásmido). Por último, las vesículas se aspiraron con la pipeta de 9 
micras y se inyectaron directamente en los oocitos fecundados y desnudados. Los presuntos 
cigotos fueron posteriormente cultivados como se describe a continuación en la sección 
6.4.9. 
 
6.4.5. Electrofusión y cultivo in vitro de embriones fusionados 
Aproximadamente entre las 27 y 29 h después del inicio de la incubación esperma-
óvulos (embriones día 1), se seleccionaron los embriones que se encontraban en estadio de 
2 células. Antes de la electrofusión, estos embriones fueron sometidos a tratamiento con 
solución de hialuronidasa para la remoción de las células del cúmulus, equilibrados en 
medio de fusión (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSO4, CaCl2 0,05 mM y 1mg/mL de 
PVA) durante 2 a 3 min y luego colocados con el plano de clivaje en paralelo a los 
electrodos (0,5 mm entre ambos) en una cámara de fusión (División de Instrumentos de 
BTX; Harvard Apparatus, Holliston, MA, EE.UU.) que contenía 2 ml del mismo medio 
temperado. Para la fusión se utilizaron diferentes niveles de campo eléctrico: dos pulsos 
eléctricos de 20V, 40V, 60V, 80V o 100V de 30 µseg a intervalos de 100 mseg. Después de 
la exposición al pulso eléctrico, los embriones fueron retornados a cultivo y una hora 
después, los embriones que se visualizaron como una única blastómera se consideraron 
fusionados. Como control se emplearon embriones en estadio de 2 células que no fueron 
sometidos a electrofusión. 
 
6.4.6. Análisis de la carga cromosómica de los embriones fusionados 
Embriones con ZP, día 1 y 2 post-fusión, fueron incubados en gotas de 50 µL de 
medio SOF suplementadas con 2,5 µL de colchicina (C3915) (stock: 25 µg/mL). 
Posteriormente, los embriones fueron incubados en una placa con 3 mL de medio 
hipotónico (citrato de sodio 0,9% p/v en agua bidestilada) a 37°C durante 13 min. Luego, 
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cada embrión fue colocado sobre un portaobjetos, con el mínimo volumen de medio 
posible. Antes de secar completamente el medio, se depositó sobre ellos una gota de medio 
Carnoy (solución 1:3 ácido acético glacial:metanol) y se aguardó hasta el secado completo. 
Finalmente, la tinción se realizó con una solución de Giemsa 5% v/v en agua bidestilada 
por 10 min. Una vez seca la muestra, se buscaron los embriones bajo lupa esterioscópica y 
se fotografiaron las metafases teñidas bajo aumento de 1000X. Se analizaron digitalmente 
las imágenes para determinar la ploidía celular. 
 
6.4.7. Separación y selección de blastómeras expresando egfp 
 Embriones de 3 días producidos por la técnica de inyección de vesículas y 
seleccionados por expresar la proteína EGFP, se trataron con 1,5 mg/mL de solución de 
pronasa disuelta en TALP-H para eliminar la ZP. Mediante fuerte pipeteo se desagregaron 
las blastómeras de estos embriones que se encontraban en estadio de 5 a 8 células. Las 
blastómeras expresando egfp se seleccionaron bajo luz azul utilizando un filtro de 
excitación a 488 nm y un filtro de emisión a 530 nm y luego se emplearon como 
blastómeras fundadoras para la agregación. 
 
6.4.8. Agregación 
 Se incluyeron dos grupos de agregación para los embriones fusionados (F): 1) 
Sincrónica (S), cuando tanto los embriones transgénicos como los F se produjeron en el 
mismo día y 2) Asincrónica (AS), cuando los embriones transgénicos se produjeron un día 
antes que los embriones F. Por lo tanto, los embriones del grupo AS eran más jóvenes y 
contaban con menor número de células. Los controles consistieron en agregación S y AS 
con embriones de FIV no fusionados (NF). Después de la eliminación de la ZP, uno o dos 
embriones, F o NF, en forma S o AS, fueron agregados en una versión modificada del 
sistema WOW (Vajta y col., 2000) (como se describe a continuación), con una blastómera 
expresando egfp de embriones en estadio de 5 a 8 células (embriones de día 3). La 
blastómera se puso en contacto con un embrión o entre dos embriones (Figura 16). Se 
analizó el desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocistos de los embriones agregados y la 
localización de la expresión de egfp. 
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6.4.9. Cultivo de embriones in vitro 
 Los presuntos cigotos obtenidos por FIV, FIV e inyección de vesículas y FIV 
fusionados se cultivaron en gotas de 50 µL de medio SOF suplementado con 2,5% de SFB 
a 39°C en atmósfera humidificada con 6,5% de CO2. Se evaluó clivaje en el día 2 
únicamente para el grupo de FIV con inyección de vesículas (datos no mostrados) y la tasa 
de blastocistos en el día 7 para el grupo de embriones de FIV fusionados. Los embriones 
agregados se cultivaron en medio SOF en un sistema similar al WOW (Vajta y col., 2000), 
según se describió en la sección 4.4.4. Se evaluó la formación de blastocistos en los días 5 y 
6 posteriores a la agregación. 
 
5.4.10. Análisis estadístico 
El desarrollo embrionario in vitro se comparó mediante el procedimiento descrito en 
la sección 2.4.10. 
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6.5. RESULTADOS 
 
6.5.1. Determinación de las mejores condiciones para la fusión de embriones bovinos en 
estadio de 2 células 
En el primer experimento, se evaluaron las mejores condiciones para generar 
embriones potencialmente tetraploides (4n) viables por fusión de embriones de 2 células. 
Para este fin, diferentes intensidades de campo eléctrico se evaluaron para embriones de 
FIV denudados en estadio de 2 células (22 h después de la FIV). La fusión a 20V redujo 
significativamente el número de embriones fusionados, mientras que la aplicación del pulso 
a 80V resultó en las mayores tasas de fusión (P<0,05, Tabla 12). Sin embargo, el desarrollo 
del embrión hasta el estadio de blastocisto tendió a verse comprometido. Por esa razón, se 
emplearon 40V para los siguientes experimentos. Esta intensidad dio como resultado no 
sólo altas tasas de fusión, sino también tasas de blastocistos que no difirieron 
significativamente del control. 
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Tabla 12. Desarrollo in vitro de embriones bovinos en estadio de 2 células fusionados 
con diferentes intensidades de campo eléctrico. Embriones en estadio de 2 células (día 1) 
producidos por FIV fueron sometidos a 2 pulsos de diferentes voltajes (20V, 40V, 60V, 
80V y 100V) durante 30 µseg en intervalos de 100 mseg. Los embriones que fueron 
visualizados como una única blastómera media hora después fueron considerados 
fusionados. Se evaluó el desarrollo hasta estadio de blastocisto en el día 8. Embriones no 
fusionados fueron usados como control. 
 
 
Intensidad del 
campo (V) 
Nro. de embriones de 2 
células tratados 
Nro. de embriones 
fusionados (%) 
Nro. de 
blastocistos 
obtenidos (%) 
100 43 35 (81)bdf 4 (11)a 
80 61 58 (95)bdf 12 (21)a 
 60 56 45 (80)bd 14 (31)b 
40 78 60 (77)bc 29 (48) 
20 31 5 (16)a 0 (0) 
Control 93 ND 44 (47) 
(a,b,c,d,f): Valores con diferentes letras en la misma columna difieren estadísticamente (P<0,05). 
6.5.2. Determinación de ploidía de los embriones fusionados en estadio de 2 células 
Se analizaron los extendidos de embriones fusionados en los días 1 y 2 post-fusión. 
Como era de esperar, el procedimiento de fusión indujo una mayor proporción de 
embriones triploides (2/28, 7%) y tetraploides (4/28, 14%) que la observada para el grupo 
control (0/40, 0% en ambos casos). Las tasas de embriones aneuploides también fueron 
altas tanto en el grupo de embriones fusionados como en el grupo control (8/28, 27% para 
los F y 9/40, 22% para el control de FIV). Dos observaciones interesantes de este 
experimento fueron que el control de FIV mostró una alta tasa de blastómeras haploides 
(16/40, 40%) y, a su vez, se observó una mayor tasa de producción de embriones diploides 
para el grupo F, en comparación con el control de FIV (10/28, 36% frente a 8/40, 20%; 
respectivamente). 
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6.5.3. Agregación sincrónica (S) y asincrónica (AS) de embriones fusionados (F) o no 
fusionados (NF) con blastómeras expresando egfp y localización de la expresión del 
transgén 
Los resultados de la Tabla 13 muestran el desarrollo hasta el estadio de blastocisto y 
la localización de la expresión de egfp en los embriones generados por la agregación de una 
blastómera de un embrión en estadio de 8 células con uno o dos embriones de FIV, 
fusionados (F) o no fusionados (NF) en forma sincrónica (S) o asincrónica (AS). Se 
observó la formación de blastocistos en los ocho grupos experimentales. Los grupos 2SF, 
2SNF, 2ASF y 2ASNF mostraron tasas de blastocistos significativamente más altas que los 
grupos 1SF, 1SNF, 1ASF y 1ASNF (Tabla 13). Además, se evaluó la expresión y la 
localización de egfp en los blastocistos quiméricos. De acuerdo con la expresión de egfp, 
los grupos asincrónicos mostraron un mayor número de blastocitos que expresaban la 
proteína EGFP que los demás grupos (P<0,05). En cuanto a la localización de la expresión 
de EGFP en el MCI, se observó la mayor localización para el grupo 2ASF (6/13, 46% de 
los blastocistos expresaban el transgén en el MCI; Figura 17). A pesar de que los grupos 
1SF y 2SF presentaron altas tasas de expresión localizada (1/1, 100% y 1/2, 50%, 
respectivamente), no integraron eficientemente la blastómera egfp, ya que una proporción 
muy baja de los blastocistos obtenidos exhibió expresión generalizada de egfp (1/11 
blastocistos, 9% y 2/22, 9%, respectivamente). Los grupos 2ASF y 2ASNF mostraron tasas 
muy altas de expresión generalizada de egfp en diferentes áreas de los blastocistos 
quiméricos, siempre incluyendo el MCI (7/13, 54% y 7/9, 78%, respectivamente). En 
algunos casos, el grupo 2SNF formó dos blastocistos independientes o dos trofoblastos 
conectados por un único MCI, sin la integración de la blastómera transgénica. 
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Tabla 13. Agregación embrionaria para la generación de quimeras transitorias. 
Evaluación de las tasas de blastocistos y la localización de la expresión del transgén en 
embriones producidos por agregación de una blastómera egfp con embriones en fusionados 
en estadio de 2 células (F) o no fusionados (NF), sincrónica o asincrónicamente. 
 
Sincronicidad 
Nro. de 
embriones 
agregados 
Tipo de 
embrión 
agregado 
n 
Nro. de 
blastocistos 
(%*) 
Total de 
blastocistos 
EGFP 
(%**) 
Blastocistos 
con EGFP 
localizada 
(%***) 
Blastocistos 
con EGFP 
generalizada 
(%***) 
Asincrónico 
1 
F 67 14 (21)a 3 (21)a 1 (33) 2 (67) 
NF 75 9 (12)a 1 (11)a 0 (0) 1 (100) 
2 
F 75 27 (36)b 13 (48)a 6 (46) 7 (54) 
NF 75 22 (29)b 9 (41)a 2 (22) 7 (78) 
Sincrónico 
1 
F 52 11 (21)a 1 (9)b 1 (100) 0 (0) 
NF 64 13 (20)a 1 (8)b 0 (0) 1 (100) 
2 
F 64 22 (34)b 2 (9)b 1 (50) 1 (50) 
NF 75 31 (41)b 3 (10)b 0 (0) 3 (100) 
(a,b): Valores con diferentes letras en la misma columna difieren estadísticamente (P<0,05). 
(%*) Porcentajes respecto del número de embriones agregados, n; (%**) Porcentajes respecto del número de blastocistos 
obtenidos; (%***) Porcentajes respecto del número de blastocistos EGFP totales. 
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6.6. DISCUSIÓN 
  
 Se evaluaron las condiciones para producir embriones bovinos por 
complementación trofoblástica de blastómeras de alto valor genético (que den lugar a todos 
los tejidos embrionarios), con embriones fusionados de bajo valor, que se esperó produzcan 
sólo los tejidos extraembrionarios. Para ello, fueron desarrollados varios experimentos tanto 
para producir embriones fusionados como para complementar estos embriones a una 
blastómera de interés. Para este trabajo, se emplearon blastómeras expresando el transgén 
egfp, con el fin de conseguir visualizar y localizar su contribución final en el embrión 
(expresión localizada únicamente en el MCI o generalizada por todo el blastocisto). Esta 
estrategia podría tener un gran impacto en la generación de embriones de alto valor y en la 
producción de embriones a partir de CME e iPSc. 
 
En el primer experimento, se intentó determinar las mejores condiciones para 
generar embriones bovinos tetraploides/aneuploides por electrofusión. Con este objetivo, 
embriones de FIV en estadio de 2 células fueron fusionados en el día 1 de desarrollo, 
aplicando diferentes pulsos. Los embriones fusionados fueron aquellos que se visualizaron 
como una única blastómera una hora después de aplicado el impulso. En todos los casos 
(excepto en el grupo de 20V), los embriones fusionados desarrollaron hasta estadio de 
blastocistos. Debido a que la tasa más alta de desarrollo hasta blastocistos fue generada con 
40V, se escogió esa tensión como la mejor condición para la producción de embriones 
fusionados. Este resultado es consistente con lo publicado recientemente en ratones por Suo 
y col. (2009), donde la mejor condición para generar embriones tetraploides a partir de 
embriones murinos en estadio de 2 células resultó en un campo eléctrico de 0,8 kV/cm, 
equivalente a nuestras condiciones (Suo y col., 2009). Otros investigadores también han 
producido embriones tetraploides en bovinos por electrofusión (Curnow y col., 2000; 
Iwasaki y col., 1999). Sin embargo, sus condiciones y los resultados obtenidos fueron muy 
diferentes a los nuestros. 
  
 En el segundo experimento, un subconjunto de embriones electrofusionados a 40V 
fue sometido a evaluación de su contenido cromosómico en el momento de la agregación 
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(estadio de 2 a 8 células). Esta evaluación confirmó que estos embriones fusionados 
muestran un aumento de la proporción de anomalías cromosómicas que pueden favorecer 
que esas células sean rechazadas del MCI por blastómeras diploides normales (Slimane y 
col., 2000). En nuestro estudio, la incidencia global de anomalías cromosómicas fue alta en 
ambos grupos F y NF (control). Las altas tasas de embriones haploides (40%) en el grupo 
control de FIV podrían explicarse por el hecho de que las aberraciones cromosómicas 
ocurren en alta proporción en los estadios tempranos de los embriones producidos por FIV, 
pero se corrigen en el curso de su desarrollo, como ha sido sugerido previamente por otros 
autores (Slimane y col., 2000; Angell y col., 1983; Santalo y col., 1986; Viuff y col., 2000). 
La tasa de embriones mixoploides también es muy alta en las primeras etapas de desarrollo, 
pero tiene menor importancia para el establecimiento de la preñez (Schmidt y col., 1996). 
Por otro lado, en un estudio previo de Curnow y col. (2000), se informó una alta incidencia 
(41,7%) de mosaicismo entre células diploides y tetraploides de los blastocistos bovinos 
generados por electrofusión. Este grupo sugirió que la división asincrónica y estado nuclear 
de las blastómeras son los factores responsables del mosaicismo (Curnow y col, 2000). Esta 
información concuerda con nuestra observación de que el grupo F resultó en mayores tasas 
de triploidía (7,14%) y tetraploidía (14,29%) que el control NF (0% en ambos casos). Estos 
factores podrían ser la razón por la cual las células con anomalías cromosómicas son 
rechazadas por las blastómeras diploides normales expresando el transgén para evitar su 
participación en el MCI. De la misma manera, Curnow y col. obtuvieron tasas bajas 
(12,5%) de embriones verdaderamente tetraploides (Curnow y col., 2000). Aún está en 
controversia si solo las células tetraploides o algunas células aneuploides pueden ser 
asignadas al trofoblasto. Por esa razón, a pesar de haber obtenido tasas de embriones 
tetraploides más bajas de lo esperado, se evaluó la agregación embrionaria con embriones 
fusionados en estadio de 2 células. 
 
En el último experimento, se testearon tanto la complementación sincrónica como 
asincrónica. El mayor número de blastocistos fue obtenido cuando dos embriones 
sincrónicos y no fusionados (grupo 2SNF) fueron colocados juntos con una blastómera 
expresando EGFP (31/75; 41%); sin embargo, ningún embrión en este grupo mostró 
expresión localizada de EGFP en el MCI. Planteamos la hipótesis de que esta observación 
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es debido al desequilibrio en el número de células entre embriones sincrónicos más 
avanzados (en estadio de 16 o más de 16 células) y solo una blastómera EGFP más joven y 
más grande, proveniente de un embrión de 8 células. Por otro lado, dos embriones 
asincrónicos de FIV (2AS) fueron la mejor condición para complementar la blastómera que 
expresaba el transgén y para dirigir la expresión de EGFP al MCI de la quimera final. Los 
grupos 2ASF y 2ASNF mostraron entre 40 y 50% de quimerismo, fácilmente detectado 
mediante la visualización de la expresión de la proteína EGFP en los blastocistos obtenidos. 
La complementación AS es una técnica desarolladas en ratones. En 1978 se informó por 
primera vez en murinos que la asincronía entre las células en un embrión intacto indica que 
la primera célula en dividirse al estadio de 8 células tiende a contribuir mucho más al MCI, 
en comparación con la última célula que se divide hacia esa etapa (Kelly y col., 1978). Más 
tarde, se informó que en la complementación, los embriones en etapa más temprana tienen 
más posibilidades de contribuir al MCI que los embriones de edad más avanzada y que la 
posición de las blastómeras es un factor clave para mejorar la generación de los embriones 
quiméricos, así como el estadio de asincronía entre las partes que están siendo agregadas 
(Spindle y col., 1982). Nuestros resultados confirmaron la hipótesis de que los embriones 
agregados más jóvenes complementan mejor a blastómeras de edad más avanzada, 
comparado con embriones en el mismo o en un estado más avanzado de desarrollo que esa 
célula y favoreciendo la localización en el MCI de las células hijas provenientes de la 
blastómera de interés. En particular, el grupo 2ASF resultó en una mayor complementación 
y orientación de la blastómera en el MCI (Figura 17). En este caso, los embriones 
fecundados in vitro fueron más jóvenes que las blastómeras expresando EGFP. En 
quimeras de ratón se ha comprobado que las células tetraploides son excluidas del feto, 
incluso cuando estas células predominan inicialmente, y que las células diploides normales 
contribuyen mejor tanto al MCI como a los tejidos extraembrionarios (Tarkowsky y col., 
2005). El grupo 2ASNF también dio lugar a altas tasas de complementación; sin embargo, 
las células que expresaban el transgén se localizaron en diferentes partes de la quimera 
final, incluyendo siempre el MCI. Esto demuestra que este grupo también es una buena 
alternativa para producir embriones quiméricos, pero sin una localización específica de la 
blastómera de interés. Algunos investigadores también han analizado arreglos espaciales 
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para la generación de embriones quiméricos (Hillman y col., 1972; Kelly y col., 1978; 
Tarkowsky y col., 2005). Este aspecto no ha sido evaluado en nuestro trabajo. 
 
Simultáneamente, nuestros resultados indican que el sistema WOW es eficiente para 
sostener altas tasas de producción de blastocistos en todos los grupos, especialmente 
cuando dos embriones de FIV (en cualquier condición de sincronía evaluada) se colocan 
juntos en un micropozo. Las altas tasas de blastocistos observadas después de la agregación 
de embriones coinciden con estudios de transferencia nuclear de célula somática 
(clonación) anteriormente desarrollados en nuestro laboratorio (Gambini y col., 2012) y en 
otras condiciones (Boiani y col., 2003; Ribeiro y col; 2009), que también han demostrado 
que la agregación inicial de embriones mejora las tasas de desarrollo hasta estadio de 
blastocito. Un mayor número de clones bovinos agregados refuerza la división celular, las 
tasas de blastocistos y el número de células por embrión (Ribeiro y col., 2009; Zhou y col., 
2008), como también mejora las tasas de preñeces tempranas de animales clonados 
(Pedersen y col., 2005). En este trabajo, se utilizaron embriones fecundados in vitro y, por 
tal motivo, los efectos positivos de la agregación de embriones se deberían más a un 
aumento en el número de células del embrión en los primeros días de desarrollo, que a una 
compensación epigenética observada en los embriones clonados. Informes anteriores han 
demostrado que el número inicial de células influye en el desarrollo del embrión 
(Westhusin y col., 1996; Tagawa y col., 2008), ya que técnicas como el aislamiento de 
blastómeras resultan en una reducción de la calidad y el desarrollo embrionario. 
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Figura 17. Blastocisto producido en el grupo 2ASF, con expresión de EGFP 
localizada. El mayor número de blastocistos expresando la proteína EGFP en el MCI 
(verde fluorescente) fue obtenido cuando 2 embriones fusionados y asincrónicos (2ASF) 
fueron agregados con la blastómera expresando EGFP. Los embriones fueron visualizados 
bajo luz azul, empleando un filtro de excitación a 488 nm y un filtro de emisión a 530 nm. 
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Una observación final importante de este tercer experimento es que hemos 
empleado blastómeras que expresaban EGFP derivadas de embriones bovinos de FIV en 
estadio de 8 células. En esta etapa del desarrollo embrionario de la especie bovina ocurre la 
transición materno-embrionaria, con activación del genoma embrionario bovino (AGE) 
(Crosby y col.,  1988; Frei y col., 1989); por esta razón la expresión del transgén no había 
comenzado en todas las blastómeras y por eso fue imposible determinar la cantidad de 
blastocitos que podrían producirse a partir de un único embrión en estadio de 8 células. En 
este trabajo, las blastómeras que expresaban egfp fueron producidas por la técnica de 
vesículas coincubadas con pCX-EGFP. La principal ventaja de este procedimiento es la 
posibilidad de producir embriones de FIV que expresen el transgén, con un mayor potencial 
de desarrollo que los embriones clonados (Ikawa y col., 1995). Sin embargo, como con la 
mayoría de las técnicas de transgénesis disponibles, el mosaicismo resulta debido a la 
integración del transgén después de la primera división mitótica (Perry y col., 1999). El 
objetivo de este trabajo fue utilizar las blastómeras que expresaban egfp para identificar el 
linaje celular y analizar la complementación embrionaria en bovinos. Los futuros trabajos 
deberán comprobar la eficiencia de esta técnica en términos de producción de blastocistos 
por cada embrión desagregado. La complementación de células y la agregación de 
embriones proporcionan un método no solo para multiplicar el número inicial de 
embriones, sino también para reducir o revertir mosaicismo, dirigiendo la expresión del 
transgén al MCI. 
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CAPÍTULO VII. 
CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 
 
7.1. CONCLUSIONES GENERALES 
 
El trabajo realizado durante el desarrollo de esta Tesis logra comprobar nuestra 
hipótesis, dado que los experimentos demuestran que es posible generar embriones a partir 
de una única blastómera individual en estadio de 8 células. Para lograr este objetivo, se 
emplearon embriones con células aneuploides y asincrónicas que soportaron y favorecieron 
el desarrollo embrionario de la blastómera de interés y, posiblemente, contribuirán al 
reconocimiento de la preñez tras su transferencia. De esta manera, producimos 
exitosamente quimeras transitorias, donde la blastómera individual origina el MCI (y por 
ende el feto); mientras que la placenta, que se eliminará en el momento del nacimiento, 
provendrá de los embriones de soporte que solo contribuyeron al desarrollo temprano. Por 
este motivo se podrán utilizar animales de mérito genético para generar las blastómeras 
individuales y de bajo mérito para producir los embriones de soporte. 
 
Para alcanzar este fin, fue necesario desarrollar un sistema altamente eficiente de 
FIV. En el Capítulo II se corroboró, como ha sido reportado previamente, que para la FIV 
existen diferencias en los resultados cuando se usa semen proveniente de diferentes toros. 
Sin embargo, una vez seleccionado el macho, la PIV logra alcanzar tasas de desarrollo in 
vitro sumamente altas. También fue posible obtener altas tasas de blastocistos de excelente 
calidad, combinando los procedimientos de OPU y FIV.  
 
En el Capítulo III, el semen sexado también produjo diferencias significativas en el 
desarrollo embrionario a partir de partidas de distintos toros, ya sea en condiciones in vitro 
como in vivo. A pesar de esto, fue posible obtener altas tasas de producción de embriones in 
vitro mediante el empleo de semen sexado hembra y un protocolo corto (5h) de FIV,  
aumentando el rendimiento respecto de la IA. La variabilidad que presentan las pajuelas de 
semen sexado de toros empleados in vitro podría estabilizarse tras el desarrollo de un perfil 
de agente capacitante para cada toro, donde se determina la concentración necesaria de 
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heparina para capacitar los espermatozoides de manera eficiente. Sin embargo, la práctica 
de estas pruebas excedió los objetivos de esta Tesis.  
 
En el Capítulo IV se desarrolló un sistema de criopreservación de embriones para 
que simplifique el uso de todas las técnicas y procedimientos con ZP y LZP, llevadas en 
cabo en los siguientes capítulos. Si bien ha sido reportado que los embriones producidos in 
vitro toleran mejor su criopreservación a través de la vitrificación, existen pocos reportes de 
conservación de embriones LZP. En este sentido, conseguimos demostrar que las tasas de 
desarrollo son semejantes a los embriones convencionales con ZP, observación que resulta 
tanto alentadora como innovadora.  
 
La tecnología de la transferencia de ooplasmas ha sido empleada en trabajos de 
reproducción humana, principalmente para sostener el desarrollo de oocitos 
comprometidos. Estas experiencias han permitido el nacimiento existoso de los embriones 
producidos, aparentemente sin complicaciones debido a la heteroplasmia generada. En el 
Capítulo V, se estudió la transferencia de ooplastos (TO) con el objetivo de producir 
embriones con mayor competencia en el desarrollo, cuyas blastómeras individuales sean 
capaces de sustentar mejor su desarrollo individual. Las experiencias determinaron el efecto 
contrario. El desarrollo de los embriones de mayor tamaño se vio comprometido, 
reduciendo significativamente las tasas de producción de blastocistos. Esto indica que un 
exceso de citoplasma resulta dañino, posiblemente por el aumento en la relación 
superficie/volumen para el intercambio de nutrientes o bien por el aumento de las 
combinaciones de embriones y ooplastos comprometidos. El mismo comportamiento fue 
observado en el caso del cultivo de las blastómeras individuales generadas a partir de los 
embriones experimentales de TO, perjudicando su desarrollo individual e imposibilitando 
la multiplicación embrionaria por esta vía. 
 
 En el Capítulo VI, dado que no fue posible aumentar la competencia de las 
blastómeras individuales post-desagregación de embriones en estadio de 8 células, la 
generación de quimeras transitorias fue analizada como una alternativa. En conclusión, este 
estudio demostró que la complementación asincrónica con dos embriones fusionados 
125 
 
genera el mejor resultado de agregación. En este sentido, el término transitorio se refiere a 
la generación de tipos celulares que actúen como trofoblastos, sustentando el desarrollo 
embrionario temprano. Posteriormente, el trofoblasto dará origen a los tejidos 
extraembrionarios, colaborando en el establecimiento de la preñez y la comunicación 
materno-fetal a través de la formación de la placenta. El MCI del embrión generado 
corresponde a las células de interés que se desean multiplicar. Por lo tanto, el trofoblasto 
temporario no formaría parte de los tejidos embrionarios y se eliminaría luego del parto. 
Esta técnica podrá tener gran aplicación tanto para la multiplicación de embriones de alto 
valor genético como para la reversión del mosaicismo de embriones transgénicos 
producidos por una técnica relativamente simple como la FIV. También tendrá gran 
impacto para la clonación de individuos a partir de CM e iPSc. 
 
Por todo lo expuesto, los resultados presentados en los diferentes capítulos de esta 
Tesis conforman una base sólida en el conocimiento del desarrollo embrionario de bovinos. 
Se produjeron embriones LZP con competencia semejante a la de los embriones 
convencionales, incluso respecto de su resistencia a la criopreservación; y se logró 
establecer una técnica simple de clonación embrionaria. 
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7.2. PERSPECTIVAS 
Los resultados presentados en esta Tesis demostraron que las distintas técnicas 
evaluadas son eficientes para producir embriones bovinos, tanto con ZP como LZP. Las 
tecnologías introducidas abren las puertas al diseño de nuevas estrategias de multiplicación 
de embriones bovinos, como también para el desarrollo de actividades comerciales en 
reproducción bovina. 
- Dado que los resultados de FIV empleando el semen de los toros testeados concluye 
en resultados de producción de embriones in vitro y tasas de preñeces sumamente 
altas, el estudio de FIV para la optimización del empleo de machos resulta una 
ventana abierta para su exploración. Realizar perfiles individuales de agentes 
capacitantes en toros cuyo procedimiento de FIV estándar no funcionan, permitiría 
emplear la FIV con semen de cualquier toro de interés. 
- En este mismo sentido, desagregar embriones sexados en estadio de 2 células podría 
resultar en mayores tasas de producción de embriones. Las alternativas en torno de 
este punto serían la transferencia individual de los embriones producidos por 
desagregación o bien la transferencia conjunta, aumentando las chances de generar 
preñeces. Al tratarse de embriones del mismo sexo, también se estarían evitando 
problemas relacionados al freemartinismo en el caso de preñeces múltiples. 
 
- Respecto del uso de semen sexado, resulta interesante la generación de un convenio 
con empresas de sexado, para poder bajar los costos para su uso en actividades 
científicas. Actualmente la mayoría del semen usado comercialmente en Argentina 
corresponde a partidas provenientes de Estados Unidos y Canadá. El mayor 
inconveniente reside en la baja disponibilidad de semen. Es decir, las partidas que 
llegan a nuestro país van variando en el tiempo y no existe libre decisión para la 
elección del macho. Asimismo, comenzar a aplicar protocolos de sexado de semen 
de pajuelas previamente congeladas podría aumentar la disponibilidad. 
 
- Existe consenso respecto de la relación directa entre la sobrevida de los embriones 
de PIV criopreservados y las condiciones y los medios de cultivo. Si bien en esta 
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Tesis se presentaron análisis preliminares, los resultados resultan alentadores. 
Varios aspectos queda por optimizar respecto de la vitrificación. Comparar distintos 
estadios embrionarios, realizar análisis metabólicos y transferencias embrionarias 
son los principales pasos a seguir. 
 
- En las condiciones estudiadas, la TO perjudicó el desarrollo embrionario. Se 
requieren experimentos adicionales para identificar las causas de estos resultados 
obtenidos, en términos de patrón transcripcional, establecimiento de preñez y 
sobrevida post-vitificación. Asimismo, es interesante evaluar el descenso en los 
niveles de MPF en los oocitos maduros enucleados y sometidos a un pulso eléctrico 
de fusión y si el mismo es suficiente para no diluir los factores espermáticos en el 
presunto cigoto. En el mismo sentido, trabajar en base a la cinética de desarrollo 
diferencial de los embriones transferidos con uno (grupo 1+) o dos ooplastos (2+) 
en el momento de realizar la desagregación de las blastómeras individuales podría 
incrementar los resultados obtenidos actualmente. 
 
- Las quimeras transitorias exitosamente generadas durante el desarrollo de esta 
Tesis, deben ser confirmadas in vivo, analizando el establecimiento y 
mantenimiento de preñeces y estudiando las crías obtenidas. Realizar el 
procedimiento evitando el uso de células transgénicas facilitaría la experiencia. 
Asimismo, la combinación de células provenientes de animales Bos taurus y Bos 
indicus sería una alternativa para el posterior análisis. 
 
- La clonación embrionaria también permitiría producir animales transgénicos con 
características zootécnicas superiores o productores de biofármacos; reduciendo los 
problemas de pérdidas embrionarias y fetales de la clonación reproductiva. 
Asimismo, dado que aún no ha sido posible realizar el establecimiento de CME o 
iPSc en bovinos, contar previamente con los trofoblastos para poder comprobar su 
totipotencialidad representa un gran avance en este sentido. 
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- Dado que se ha generado una nueva forma, original y no descrita previamente, de 
clonación embrionaria del ganado bovino, resulta necesaria la determinación del 
momento de la pérdida de pluripotencialidad en las blastómeras bovinas. Si bien 
cada una de las 4 blastómeras de un embrión bovino de 4 células es capaz de 
generar descendencia, resulta de gran interés explorar la posibilidad de mantener el 
estado de pluripotencialidad en blastómeras más avanzadas en su desarrollo para 
obtener un mayor número de crías idénticas. 
 
 
Las expectativas futuras resultan alentadoras y, en el Laboratorio de Biotecnología 
Animal de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires contamos con 
todas las herramientas, tanto de equipamiento como de personal altamente capacitado, para 
poder llevarlas a cabo en el corto plazo. 
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